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El sistema Renina-Angiotensina (SRA) está compuesto por diferentes péptidos
(Angiotensinas) y enzimas de degradación altamente implicados en la patogenia del
daño tisular. Hasta ahora se conocía la existencia de un SRA circulante donde la
Angiotensina II (Angll) es el péptido efector. Sin embargo, se ha observado que además
existe un SRA a nivel local (riñon, vaso, corazón) cuyos niveles se encuentran elevados
en situaciones de daño tisular. Por otro lado, en diversas patologías se han encontrado
niveles elevados en la actividad de factores de transcripción, como NF-KB y AP-1, que
regulan la expresión de determinados genes implicados en estos procesos.
En este trabajo hemos estudiado la hipótesis de que la Angll pueda comportarse
como una verdadera citoquina proinflamatoria y profibrogénica. La infusión sistémica
de Angll en ratas normales aumentó de forma significativa la actividad renal y vascular
de NF-KB y AP-1, la presión sanguínea, el daño tubular y el infiltrado inflamatorio.
Además, las células infiltrantes presentaron complejos NF-KB activados, lo que sugiere la
participación de la Angll en la activación de las células inflamatorias. En riñon y aorta,
la Angll aumentó la producción de mediadores implicados en el daño tisular como
citoquinas (TNF-u), factores de crecimiento (CTGF) y agentes mitogénicos (PTHrP).
Cuando los animales se trataron con antagonistas de los receptores de
angiotensina AT[ o AT2j se observaron respuestas diferentes. El antagonista ATt
normalizó la presión arterial, disminuyó la actividad de NF-KB en células glomerulares y
tubulares, y disminuyó la actividad AP-1 en células renales, el daño tubular, la fibrosis y
la producción renal de CTGF y PTHrP. El antagonista AT^ disminuyó significativamente
el infiltrado inflamatorio y la actividad de NF-KB en células glomerulares e inflamatorias.
Por otro lado, en células epiteliales tubulares en cultivo, la Angll aumentó la actividad
de NF-KB sólo vía ATb mientras que en células mesangiales, monucleares y de músculo
liso vascular, ambos receptores, AT, y ATj, participaron en este proceso. En cultivos de
células epiteliales tubulares, la Angll activó el factor AP-1 a través del receptor AT;.
Profundizando en los mecanismos de AngII/NF-KB, estudiamos la composición del
complejo de WF-KB activado. En células vasculares, la Angll estimuló la activación del
NF-KB formado por las subunidades p50 y p65,y fue correlacionada con la degradación
de la subunidad inhibitoria de NF-KB, IKBU. En otros experimentos, el agonista AT, p-
aminofenilalanina'1-Angll activó NF-KB, aumentó los niveles nucleares de p65 y la
transcripción de un gen reportero de NF-KB, mientras que el antagonista AT, inhibió
marcadamente la transcripción y la expresión de genes mediados por NF-KB
(Angiotensinógeno y MCP-1). En células mesangiales y vasculares obtenidas de ratones
deficientes del gen del receptor AT,, la Angll también activó NF-KB. Ambos receptores
AT, y AT; comparten señales intracelulares (radicales de oxigeno), sin embargo las
tirosina quinasas sólo participan en la ruta AT,/NF-KB, y las ceramidas en la del AT.7NF-
KB.
RESUMEN
Nuestros resultados aportan nueva información sobre los mecanismos de
señalización de la Angll y de la visión de este péptido como un mediador
proinfl amatorio.
Debido a que en situaciones de daño tisular en los órganos diana de la
hipertensión se ha observado una elevación de los niveles de Angll y de enzimas
degradativas, estudiamos si otros productos de degradación del SRA están implicados
en estos procesos a través de la activación de NF-KB. Estudios previos han descrito que
la Angiotensina I I I , IV y (1-7) son péptidos con actividad biológica y potencialmente
podrían participar en el daño tisular. En nuestros estudios, estos péptidos activaron
NJF-KB con una respuesta similar a la Angll. Además, examinamos la implicación de la
AnglII en el daño renal y sus mecanismos intracelulares. Mediante experimentos en
ratones deficientes del receptor ATU y estudios farmacológicos con antagonistas de los
receptores ATj y AT¿, observamos que en células mesangiales la AnglII estimuló la
activación de NF-KB (y degradación de IKB<0 a través de los mismos receptores que la
Angll (aunque principalmente vía AT_,). Además, observamos que la AnglII está
implicada en el desarrollo de la inflamación y fibrosis, ya que en células mesangiales
regula la expresión de Angiotensinógeno, c-fos, TGF-|í y fibronectina, de modo similar a
la Angll, y estimula la síntesis de quimioquinas como el MCP-1, con actividad
quimiotáctica para monocitos. En conclusión, estos datos indican la compleja
participación del SRA en la patogenia del daño renal y vascular y dan una nueva visión





El sistema renina angiotensina (SRA) está implicado en el control de las funciones
cardiovasculares y renales, y actúa a nivel endocrino, paracrino y autocrino [1,2]. El
SRA es capaz de controlar la presión sanguínea y el consumo de agua, a través de la
liberación de la aldosterona, con lo que regula el volumen intravascular y la presión
arterial sistémica.
El SRA está compuesto por un grupo de proteínas y péptidos. A partir de una
proteína precursora (Angiotensinógeno) se irán generando los demás productos de
degradación mediante transformaciones enzimáticas (figura A).
Además del SRA circulante, diversos estudios han demostrado la existencia de
todos los componentes del sistema a nivel tisular, como en corazón, pared vascular,
glándula adrenal, cerebro y riñon, donde actúan a nivel local e independiente del SRA
circulante. El SRA circulante regula la homeostasis mientras que el SRA local está
asociado a procesos patológicos tisú lares [ 14 ] .
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Figura A. Sistema Renina-Angiotensina (SRA). El SRA está compuesto por una serie de proteínas y
péptidos generados por un procesamiento proteolítico a partir de un precursor, el
Angiotensinógeno (Ao). Este se convierte en la Angiotensina I (Angl) por digestión enzimática de
la renina. La Angl, por acción del enzima de conversión de angiotensina (ECA), da lugar a la
Angiotensina II (Angll), el péptido efector de este sistema. La Angll puede ser degradada por
diferentes proteasas específicas e inespecíficas (Angiotensinasas, NEP y PEP), originando distintos
productos de degradación, la mayoría de ellos sin actividad biológica. Algunos de ellos, como la
Angiotensina III (AnglII), Angiotensina IV (AnglV) y Angiotensina 1-7 (Ang(l-7)), se ha
observado recientemente que podrían poseer una función biológica y estar implicados en
procesos de daño tisular.
INTRODUCCIÓN
1.1 Componentes del SRA:
Todos los componentes del SRA incluyendo precursores, enzimas requeridas para
la formación y degradación de angiotensinas (Angs), así como receptores de Angs, han
sido descritos en multitud de órganos, así como a nivel circulante [1-6].
El Angiotensinógeno (Ao) es una glicoprotei'na con un peso de 56-60 KDa y
compuesta por una secuencia de catorce aminoácidos unidos por el extremo C-terminal
a un resto de azúcar. A nivel circulante es sintetizado por el hígado desde donde es
liberado al torrente circulatorio. Sus niveles aumentan durante las infecciones y el daño
tisular [7], y es inducido a largo plazo por glucocorticoides, hormona tiroidea y Angll.
El Ao es la proteína precursora del SRA y sobre ella actúa la renina, una enzima
glicoproteica producida en grandes cantidades por el aparato yuxtaglomeru'ar de!
riñon (aunque existen otros múltiples sitios extrarenales que expresan su mRNJA, como
el sistema vascular, la glándula adrenal y el cerebro) [7-9], Esta enzima, mediante su
actividad aspartil-proteasa, libera los cuatro aminoácidos con el resto azucarado de la
posición C-terminal del Ao, originando la [des-Asp]]-AngI o Angiotensina I (Angl), un
decapéptido que no presenta actividad biológica (figura A).
Sobre la Angl actúa la enzima conversora de angiotensina (ECA, EC 3.4.15.1), la
cual posee actividad dipeptidil-carboxipeptidasa capaz de separar grupos dipeptt'dicos
del extremo carboxilo terminal de diversos polipéptidos, como son bradiquinina,
sustancia ?y neurotensina [10]. La ECA libera los dos aminoácidos C-terminales de la
Angl para originar el principal péptido efector del sistema; la Angiotensina I I (Angll)
(figura A). Por todo ello la ECA juega un papel fundamental en la regulación del SRA y
del sistema calecrenina-quinina, al convertir la Angl en Angll e inactivar la
bradiquinina, respectivamente [11]. La ECA está ampliamente distribuida por el
organismo, A nivel circulante, en el endotelio capilar del pulmón, y a nivel local, en
diversos tejidos como riñon, cerebro, corazón, vasos sanguíneos y testículos, y además
sus niveles se encuentran aumentados en situaciones de daño renal y vascular, tanto en
pacientes como en modelos de experimentación animal [1-3,5]. Su síntesis es inducida
por glucocorticoides, factores de crecimiento y por la inhibición crónica de ta propia
ECA [13].
La Angll es un octapéptido que posee una vida media relativamente corta, ya que
es degradada rápidamente por varias peptidasas. Aunque la mayoría de sus metabolitos
son inactivos, existen algunos con potencial actividad biológica (AnglII, AnglV, Ang(l-
7)), La AnglII o destAsp^AnglI se genera por degradación enzimática de la
Aminopeptidasa A (APA, EC 3A.11.7) que elimina el aminoácido N-terminal de la Angll.
In vivo se ha observado como la Angll es convertida a AnglII por la APA [15], la cual
está expresada en glomérulo, túbulo próximal y a lo largo de las nefronas [16,17],
Existe una ruta diferente, aunque minoritaria, de obtención de AnglII, y se produce
directamente a partir de la Angl por la APA y posteriormente por la ECA [18].
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Todos los productos de degradación activos del SRA pueden transformarse
mediante angiotensinasas hasta formas peptídicas inactivas, como las Angiotensinas 1-6
(Angl-6), 1-5 (Angl-5) o 3-7 (Ang3-7) [19]. Se ha demostrado que en situaciones
patológicas, la concentración de enzimas proteolíticas aumenta por la acción de células
mononucleares infiltrantes y de células residentes activadas. En diferentes situaciones
patológicas se ha descrito una activación del SRA local. Por ejemplo, en pacientes
cirróticos se ha demostrado una activación del SRA [20]. En enfermedades pulmonares
obstructivas, se ha encontrado un aumento de los niveles de renina, Angll y receptores
ATL y AT2 [21]. A nivel cardiovascular se ha demostrado la presencia de todos los
componentes del SRA, el cual contribuye al mantenimiento de la elevación presión
sanguínea en procesos hipertensivos, y la Angll sintetizada localmente, provoca
vasoron«;tnrrión) inflamación y altera la textura de las paredes de los vasos [22-24]. En
pacientes con daño cardíaco se localizó un incremento de Angl, renina y Angll [25] y
tras infarto de miocardio, se produce una hiperactividad simpática debida en gran
parte a la activación del SRA [26]. Del mismo modo, en ratas hipertensas, también se
ha observado una elevación de la actividad enzimática de la renina en riñon y corazón,
donde los niveles de Angll están también aumentados [27].
2. Receptores de angiotensina
La Angll ejerce sus acciones biológicas mediante la unión a receptores
específicos. El clonaje y la secuenciación de los receptores de Angll, así como el
descubrimiento de antagonistas selectivos para cada subtipo, han permitido
profundizar en el conocimiento de la biología de la Angll [28,29]. Existen al menos
dos grandes subtipos de receptores de Angll, denominados ATj y A~f%, que se
diferencian por su unión a antagonistas, susceptibilidad a agentes reductores, y
segundos mensajeros [28,29]. La mayoría de los efectos de las angiotensinas se
deben a su interacción con el ATj, sin embargo se ha demostrado recientemente que
el AT2 podría tener un papel relevante en el desarrollo tisular [30]. Además de estos,
recientemente se ha postulado sobre la existencia de otros receptores específicos
para los péptidos de degradación de angiotensina. Se ha demostrado que la AnglV
une con un receptor diferente a los anteriores denominado AT% [31] y la Ang(l-7)
podría poseer un receptor específico por el cual provocaría respuestas celulares
iguales o diferentes a los demás péptidos del SRA [32] (figura B).
El receptor AT] pertenece a una familia de receptores celulares caracterizados por
poseer siete dominios transmembrana y estar acoplados a proteínas G. AT! posee la
región amino terminal hacia el exterior de la membrana plasmática y es similar a los
receptores de bradiquinina y vasopresina [28]. Este receptor contiene cuatro puentes
disulfuro entre sus cisteínas sensibles a agentes reductores, y un Asp74 crítico para la
unión y trasducción de señal de la Angll [34]. El receptor AT2 pertenece a una familia
de receptores celulares caracterizados por poseer siete dominios transmembrana y
estar acoplados a proteínas G, pero sin embargo activa proteínas fosfatasas [35], La
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secuencia genética de este receptor comparte sólo un 34% de homología cor\ la del ATj.
El receptor AT2 se encuentra también en la membrana plasmática y contiene cinco
sitios de glicoxilación y catorce residuos de cisteina (tres de los cuales son comunes al
AT^y se consideran esenciales para la unión a la Angll) [28].
Figura B. Receptores de Angiotensinas. Se han descrito diferentes receptores específicos para la
Angll y sus productos de degradación. La Angll y la AnglII pueden unir específicamente tanto
con el receptor AT( como con el AT^ que son los dos únicos tipos clonados. Otros péptidos del
SRA poseen receptores específicos, como la AnglV que posiblemente interactúa con un receptor
distinto a estos dos, denominado AT,. Se especula además que la Ang (1-7) podía interactuar con
otro receptor específico distinto de los anteriores.
Durante el daño tisular existe un disbalance entre ambos receptores, y además se
ha observado una sobreexpresión del AT2 en nefritis, infarto de miocardio, hipertrofia
cardíaca, infusión de Angll y deplección de sodio [36-39]. La existencia de
herramientas farmacológicas y de biología molecular ha permitido profundizar en el
esclarecimiento de las funciones fisiopatológicas de ambos receptores. El receptor ATj
es utilizado principalmente por la Angll. La mayor parte de los efectos conocidos de la
Angll, como vasoconstricción y regulación de la matriz extracelular, se producen a
través del receptor AT, [40]. Participa en la hipertensión inducida por Angll,
hipertrofia cardiaca y acumulación de matriz extracelular [28,29,36]. Se ha
demostrado que la unión del ATj con Angll provoca movilización de calcio y
activación de tirosin-quinasas [41]. Además ATj presenta diferentes isoformas en rata
y ratón, denominadas AT1A) AT1B y AT1C, aunque en riñon y en vaso la isoforma AT1A) es
la predominante [42]. Por otro lado, algunas de las acciones de la Angll pueden ser
mediadas por ambos receptores AT] y AT2l como la liberación de NO, síntesis de
colágeno y activación de los a-adrenoreceptores [43-45].
El receptor AT2 media efectos tróficos vasculares y la vasodilatación dependiente
del endotelio [46,47]. Mediante el tratamiento con el ligando AT2, CGP42112, y por
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sobreexpresión del AT2j se ha demostrado que los receptores AT2 están asociados a la
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Figura C. Respuestas celulares de los receptores AT, y AT2 inducidos por AngH.
Se ha demostrado que al menos la AngH y la AnglII son capaces de unir con el
AT2 en células renales y vasculares [48], El tnRNA del AT2 se expresa en el riñon fetal,
en bajos niveles en el adulto y se reexpresa en situaciones patológicas asociadas al
remodelamiento tisular [36-38], Este receptor, a nivel renal puede activarse por
deplección de sodio o administración de Angll [36,38]. En estudios recientes se sugiere
que el AT2 participa en funciones previamente atribuidas al ATb como la regulación de
la presión sanguínea, y efectos tróficos vasculares [36,46,47], Además, se ha
demostrado su implicación en respuestas de control de crecimiento y muerte celular
[51]. Por lo tanto es posible que acciones propias de este receptor como
antiproliferación o apoptósis puedan contrarrestar el crecimiento mediado por el
receptor ATX (figura C).
3. Farmacología del sistema SRA
La hipertensión arterial es la enfermedad más frecuente en el hombre, se calcula
que la padece alrededor del 30% de la población. Es un trastorno multisistémico que
afecta sobre todo al corazón, riñon, cerebro y ojos. Cuanto más elevado es el nivel de
presión arterial, mayor es la probabilidad de aparición prematura de diversas
complicaciones como la aceleración del proceso de arteriesclerosis o hemorragias
cerebrales. De no tratarse adecuadamente, casi la mitad de los pacientes hipertensos
morirán, por enfermedades isquémicas cardíacas y cerebrovasculares, y entre el 10 y
15% por nefropatía. Los pacientes cor\ daño vascular o hipertensión tienen una mayor
probabilidad de sufrir eventos cardiovasculares y una alta morbimortalidad. Otra de las
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consecuencias de la hipertensión es el daño renal. Los pacientes hipertensos, si no son
tratados, terminan sufriendo fracaso renal y tienen que ser sometidos a programas de
diálisis y transplantc renal.
Se ha demostrado que en diversas enfermedades renales, independientemente de la
presencia de hipertensión sistémica, presentan un SRA tisular activado. Una de las
terapias utilizadas en clínica para estas enfermedades es el empleo de fármacos que
bloquean el SRA, como los inhibidores de la ECA (iECAs) o los antagonistas de los
receptores ATj. Los iECAs inhiben la actividad de la enzima ECA, capaz de
transformar la Angl en Angll, mientras que los antagonistas ATL actúan bloqueando
la unión de las angiotensinas con el receptor AT t.
Desde el punto de vista farmacológico, es interesante conocer si los inhibidores de
la ECA y los antagonistas del receptor ATX tienen efectos similares en el control de la
hipertensión arterial y de la protección de los órganos diana. En diversos estudios
publicados (como SOLVD Y ÉLITE) se ha observado como ambos fármacos son
comparables en la reducción de la presión sistémica y la proteinuria, aunque no se
conoce aún muy bien si los antagonistas del receptor AT! pueden proteger riñon, vaso
y corazón a largo plazo.
3.1. Inhibidores de la ECA:
Los iECAs al inhibir esta enzima, bloquea la generación de Angll local y
circulante, aumentando los niveles de Angl, la cual puede desviarse hacia la
formación de otros péptidos de degradación, principalmente la Ang(l-7) [52]. Estos
péptidos podrán unir con receptores de angiotensina y provocar idénticas o
diferentes respuestas celulares. Además, los iECAs inducen la produción de óxido
nítrico (NO)y prostaglandinas al bloquear la degradación de bradiquininas [53] (figura
D).
Mediante el bloqueo farmacológico de la Angll se consigue no sólo disminuir la
presión sanguínea, con reducción del estrés celular y oxidativo, y procesos
turbulentos de la pared vascular, sino que además, habrá menor estimulación directa








Figura D. Efecto del bloqueo con inhibidores de la ECA (iECAs). Los ¡ECAs inhiben la actividad
de la ECA con lo que se interrumpe la conversión de Angl a Angll. El SRA tan sólo podrá
actuar a través de los otros péptidos de degradación (Ang(l-7), AnglII, AnglV). Además, los
iECAs bloquean la degradación de las bradikininas, aumentando la síntesis de NO
3.2 Antagonistas del receptor AT¡:
Con el empleo de los antagonistas del receptor ATj, todas aquellas respuestas
celulares que se deben a la activación de este receptor, como son la proliferación,
crecimiento, reclutamiento celular, control de la presión sanguínea y el balance de
agua-electrolitos [28,29], se encuentran significativamente disminuidas. El
tratamiento con AT^ antagonistas causa una elevación de la Angll local y circulante,
la cual podría unirse a los receptores AT2 y producir efectos, aunque hasta ahora
desconocidos, teóricamente importantes a nivel clínico [40]. Además, la Angll
permanece más tiempo expuesta a sus enzimas proteolíticas que la pueden
transformar en fragmentos inactivos o activos como la AnglII, los cuales podrían
interactuar con otros receptores no bloqueados (figura E). Las funciones biológicas y
las señales ¡ntracelulares del AT2 no se han demostrado completamente. El
conocimiento de las posibles acciones biológicas de otros metabolismos del SRA, así
como el tipo de receptor utilizado, podría tener gran importancia en el empleo de








Figura E. Efecto del bloqueo con antagonistas específicos del receptor AT1. Los antagonistas
del receptor AT, compiten con las angiotensinas por la unión al receptor ATj. De este modo,
todas las respuestas asociadas a su activación, se verán inhibidas. La Angll podría unirse a
otros receptores (AT2) o degradarse a otros metabolitos activos del SRA (como la Anglll), que
podrían unir con otros receptores no bloqueados.
Los mecanismos del efecto divergente de ambos fármacos no son bien conocidos.
En un modelo de obstrucción ureteral unilateral, la administración de un ¡ECA, pero
no de un antagonista del receptor AT^ disminuyó el infiltrado de células
mononucleares en el parénquima renal [55]. El tratamiento con iECAs produce un
efecto beneficioso en enfermedades renales [3]. La investigación de los mecanismos
moleculares de la Angll a nivel renal, de sus productos de degradación (como la
Anglll), de los receptores implicados y de las estrategias terapéuticas, puede suponer
una mejora en la calidad de vida de estos pacientes.
4. Características del daño renal:
En diversos modelos experimentales de daño renal, al igual que en nefritis
crónicas humanas, las características principales son la proliferación celular, el
acumulo de matriz extracelular y el reclutamiento de células circulantes al foco
inflamatorio [3-6], Existen tres tipos celulares implicados activamente en estos
procesos del daño renal, como son las células mesangiales, tubulares epiteliales, y
mononucleares infiltrantes.
Se ha demostrado que en enfermedades que cursan con daño glomerular, como
en glomerulonefritis, se producen cuadros de hipercelularidad debida a la
proliferación celular intrínseca y a la infiltración de células mononucleares. Además,
se produce proliferación de células inflamatorias, y un incremento en la producción
extracelular de matriz, debido al daño en uno o más tipos de células glomerulares
(epiteliales, mesangiales) [60]. Las lesiones glomerulares normalmente van
acompañadas de un incremento en la permeabilidad capilar, lo cual se manifiesta
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clínicamente en proteinuria, y consecuentemente se presentan anomalías
hemodinámicas [60]. Dependiendo de la gravedad y estado de la enfermedad, esas
complicaciones pueden disminuir o aumentar el flujo glomerular sanguíneo, la tasa
de filtración y la presión hidrostática. Finalmente, esa disfunción vascular y tubular
eventualmente progresa a fibrosis intersticial y atrofia tubular, respectivamente
[60].
4.J Células Mesangiales Glomerulares:
Las células mesangiales se encuentran en los glomérulos de las nefronas de la
corteza renal y están directamente involucradas en las enfermedades renales. Estas
células proporcionan el soporte estructural necesario para los capilares. Son capaces
de liberar diversas citoquinas como TNFa, CSF-1, IL-1 o IL-6, quimioquinas como IP-
10 o MCP-l,y factores de crecimiento como PDGF, EGF o TGFp [59,61]. A su vez, las
células mesangiales sintetizan y degradan componentes de matriz, como
fibronectina, trombospondina, Colágeno I, I I I , IV y VIII, y generan agentes
vasoactivos como la renina, ET-1, PAFy prostaglandinas [62,155].
Las células mesangiales son también capaces de controlar la filtración
glomerular gracias a su capacidad de contracción y relajación mediante cambios en
el área disponible para el paso de los solutos [63,64], Existen diversos agentes que
producen su contracción, como pueden ser la Angll, ET-1, tromboxano A2,
inmunocomplejos, vasopresina, PDGF, PAF, e incluso citoquinas como IL-1 e IL-6
[63,65]. A su vez, existen otros estímulos capaces de provocar su relajación, como
pueden ser las prostaglandinas, el óxido nítrico, las bradiquininas y el ANF
[121,155].
4.2 Células Tubulares Epiteliales:
Las células tubulares están implicadas en la enfermedad renal [62]. Regulan la
entrada y salida de solutos del túbulo en el proceso de formación de la orina. Se ha
demostrado que estas células expresan mediadores inflamatorios (citoquinas,
quimioquinas), componentes de matriz y factores de crecimiento, posibles agentes
involucrados en la progresión del daño renal [62]. En estas situaciones las células
tubulares juegan un papel activo, ya que al ser dañadas por diferentes mecanismos,
son capaces de atraer células inflamatorias, estimulando la fibrosis intersticial, y
comenzando a sufrir procesos de apoptosis [62].
4.3 Células monocíticasy quimioquinas.
El reclutamiento de monocitos^macrófagos en el riñon debido a la liberación
de factores quimiotácticos por células residentes e infiltrantes es un hecho
importante en la inducción y progresión del daño renal [5,69]. Se han encontrado
niveles elevados de quimioquinas en gran parte de enfermedades inflamatorias por
lo que se ha sugerido la importancia de estas moléculas en el reclutamiento celular
l l
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en enfermedades renales [69]. La proteína quimioatractante de monocitos (MCP-1)
es la principal quimioquina atrayente de monocítos/macrófagos en el riñon [69].
Mediante el empleo de anticuerpos anti-MCP-1 se ha observado que disminuye el
infiltrado inflamatorio de monocitos/macrófagos en el glomérulo de ríñones con
nefritis nefrotóxica [249].
5. Angiotensina I I y la respuesta inflamatoria
Existen muchas evidencias que relacionan el sistema SRA con las células
inflamatorias. Los receptores ATl y AT2 han sido previamente descritos en células
circulantes [189]. La AngO regula respuestas inflamatorias celulares. Se ha
observado que la Angll es un factor quimiotáctico para células mononucleares,
neutrófilos, y linfocitos T y B [74,75]. La Angll además estimula la fagocitosis de
macrófagos del granuloma [76], y tos inhibidores de la ECA bloquean la
proliferación de células hematopoyéticas [77]. La Angll actuando a través de! ATX
en células inmunes, estimula la proliferación de linfocitos mediada por la activación
de calcineurina [78], demostrando así que la modulación de la proliferación en
células inmunes podría ser una de las importantes funciones del SRA.
Además, la Angll participa en otro evento fundamental del proceso
inflamatorio: el reclutamiento de células proinflamatorias al tejido dañado. En
células residentes, la Angll aumenta la permeabilidad vascular a través de
prostaglandinas y el factor de crecimiento VEGF, lo cual inicia la respuesta
inflamatoria [79]. La Angll provoca la adhesión de monocitos y neutrófilos a células
endoteliales y mesangiales [80-82], y sobrexpresa in vivo e in vitro moléculas de
adhesión como P- selectina, ICAM-1, y VCAM-1, en células renales, endoteliales y
vasculares [83]. En leucocitos de ratones dobles transgénicos de renina y
angiotensinógeno se encontraron niveles elevados de ICAM-1 y VCAM-1, así como de
sus ligandos las integrinas «Lp2 y a4(Jl [84,85]. En humanos, el bloqueo del SRA
disminuye la expresión de moléculas de adhesión [86,87], y en ratas hipertensas, el
tratamiento con antagonistas del AT^ pero no con agentes vasodilatadores como
hidraiacina, disminuye el daño endotelial y el número de monocitos activados y
adheridos al endotelio [88]. Todos estos datos muestran que la Angll participa en el
reclutamiento de células infiltrantes en el tejido a través de la activación directa de
células inflamatorias o vía regulación de la expresión de moléculas de adhesión y
quimioquinas por las células residentes.
Las quimioquinas son pequeñas proteínas con propiedades quimioatractantes.
En células renales y vasculares se ha observado gran variedad de estímulos como
citoquinas y Angll que son capaces de inducir la expresión de MCP 1 [5,89,70].
Otras quimioquinas son también inducidas por Angll, como IL-8 e IP-10 [90,91], las
cuales poseen propiedades quimioatractantes y activadores de neutrófilos. Se ha
demostrado que los iECAs poseen propiedades moduladoras y pueden disminuir el
numero de citoquinas proinflamatorias [92]. En pacientes hipertensos se ha
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observado activación de monocitos circulantes y niveles elevados de citoquinas
proinflamatorias, como IL-1 y TNFu [94]. El papel de la Angll en la producción de
citoquinas no ha sido aún bien estudiado. En macrófagos la Angll sobreregula la
expresión de TNFa e IL-6 [95], y en células vasculares, la Angll aumentó la
expresión de IL-6 a través de la activación de factores de transcripción y producción
de radicales de oxígeno [96,97]. In vitro, los iECAs y antagonistas del ATL poseen
potentes efectos inhibitorios de la producción de citoquinas y lipopolisacáridos [98],
pero aún no se conoce bien lo que sucede in vivo. Los iECAs suprimen la producción
de IL-12, la cual es una citoquina esencial en la inmunidad celular [99], y provocan
la liberación de histamina de los mastocitos [100]. En un modelo de transplante de
corazón en ratones ATi (-/"-), se observó un marcado incremento en el efecto
inmunosupresor de la ciclosporina [78]. Además, los antagonistas de! receptor AT¿,
atenuaron la fiebre provocada por la IL-1, y modularon el efecto estimulatorio del
NO inducido por LPS, IL-1 e IFN [101,102], sugiriendo que la ruta Angíl/ATi puede
tener un papel fundamental en la modulación de la respuesta inmune intracerebral.
Todos estos datos sugieren que la inhibición de los efectos de la Angll puede ser
válida como una terapia antiinflamatoria, antialérgica e inmunosupresora.
6. Sistema SRAy daño tisular. Papel de las Angiotensinas
6.1 Angiotensina II:
La Angll, el principal péptido efector SRA, juega un papel clave en las patologías
cardiovasculares y renales, y en la etiología de la hipertensión en humanos [1-3]. Este
péptido vasoactivo es ur\ factor de crecimiento que regula la expresión génica de varias
sustancias con actividad biológica (componentes de la matriz extracelular, factores de
crecimiento, citoquinas, quimioquinas, etc.) [1-6]. Sin embargo, los mecanismos
moleculares de acción de la Angll, así como los receptores utilizados, no han sido
totalmente esclarecidos.
La Angll es una potente neurohormona capaz de regular la presión sanguínea y
la estructura vascular a través del sistema endocrino [ l ] . También está implicada en
la produción de matriz extracelular y en la síntesis de factores quimiotácticos [3,5],
En situaciones de estrés celular y oxidativo, así como en sucesos turbulentos del
torrente circulatorio como ocurre en miocardio y glomérulo, se ha demostrado un
aumento local de los niveles de Angll [36]. La Angll interviene en la regulación de la
contractilidad cardíaca a través del sistema nervioso simpático [6,28]. Además, en
procesos de restructuración tisular, como en pacientes con nefropatía diabética,
infarto posmiocardial, a te rósele ros i s y en avanzado grado de daño cardíaco, también
se origina un aumento de Angll como mecanismo de respuesta [28,36].
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6.1.1 Angiotensina IIy daño renal:
La Angll actúa como un factor de crecimiento renal al regular el crecimiento de
células renales; proliferación/ hipertrofia/apoptósis de células mesangiales, tubulares
y fibroblastos intersticiales [4-6,66]. In vivo, en varios modelos de daño renal, el
bloqueo de tas acciones de la Angll con el tratamiento de inhibidores de la ECA
(iECAs) O con antagonistas de sus receptores ATj, mejora la evolución clínica de la
enfermedad, disminuyendo las lesiones renales y el infiltrado de células
mononucleares [3].
En cultivos de células renales se ha observado que la Angll posee un claro efecto
hipertrófico o proliferativo, dependiendo de las condiciones de cultivo [3]. En cuanto
al efecto de la Angll sobre la regulación de la matriz extracelular, se ha demostrado
que estimula la síntesis dp proteínas de matriz, como fibronectina y colágenos I y IV,
en diversos tipos celulares como células mesangiales, epiteliales tubulares y
fibroblastos intersticiales [4-6,66,103,121].
6.1.2 Angiotensina IIy daño vascular:
La estructura y función de la pared vascular son dependientes del balance de
varios factores interactuando, como por ejemplo vasoconstricción/vasodilatación,
estimulación del crecimiento frente a inhibición, y proapoptosis/antiapoptosis. En vaso
sano, estos factores están equilibrados, sin embargo, bajo condiciones patológicas, este
balance es desequilibrado, resultando en el desarrollo de estados proaterogénicos. De
modo similar, procesos involucrados en el mantenimiento de las estructuras y
funciones de la pared del corazón, están bajo un estrecho control, y cuando están
desregulados, esto puede resultar en hipertrofia ventricular, con disminución de la
función cardíaca y desarrollo del fallo cardíaco. Diversas evidencias sugieren que la
Angll actuando vía ATj y AT2, juega un papel importante en ia regulación de la
estructura y función de! corazón y pared vascular [36,43,45]. Bajo condiciones
patológicas, la capacidad del corazón y la pared vascular por generar Angll está
aumentada debido al incremento de los niveles de expresión de la ECA [6,36,54].
Se ha demostrado que la Angll media diferentes procesos como hipertensión,
hipertrofia y remodelamiento vascular [54,104], El tratamiento prolongado con
iECAs disminuye la presión sanguínea en ratas normotensas e hipertensas, y en
hipertensión humana, el tratamiento con estos fármacos produce una sustancial
regresión de la hipertrofia cardiovascular [36]. La presencia de hipertensión acelera
la progresión de procesos como la aterosclerosis. La Angll promueve la
aterosclerosis al inhibir la apoptosis celular, incrementar el estrés oxidativo, la
adhesión y producción de leucocitos, y estimular la trombosis [54]. En pacientes con
placas de ateroma, se ha observado una colocalización de la ECA, Angll y receptores
ATi sugiriendo un papel de la Angll local en aterogénesis [105,106]. Algunas
evidencias prueban que la Angll está implicada en diferentes pasos del desarrollo de
la aterosclerosis como disfunción endotelial, proliferación y migración de células
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vasculares y oxidación de LDL. Además interviene en la migración y crecimiento de
células vasculares, activa macrófagos e incrementa la agregación plaquetaria [54].
Aumenta la densidad y sensibilidad de otros receptores de factores de crecimiento
como TGFp, IGF y PDGF [106]. Además por otro lado, la Angll puede estimular la
liberación desde las células vasculares a la matriz extracelular de metalo-proteinasas
[107], las cuales poseen la propiedad de degradar proteínas de matriz y por lo tanto
participan en la desestabilización de la placa de ateroma y en el desarrollo del
síndrome coronario (figura F).
Figura F. Angiotensina II y daño vascular. La Angll interviene en varios estadios de la
enfermedad vascular como aterosclerosis,. Induce la producción de quimioquinas en células
endoteliales (CE) y vasculares (CMLV), promueve la diferenciación de monocitos a macrófagos,
produce radicales de oxígeno (ROS), estimula la proliferación y migración de las células
vasculares, e induce la producción de matriz extracelular y metaloproteinasas desde células
vasculares.
Se ha demostrado que los iECAs poseen efectos anti-aterogénicos en conejos
hiperlipidémicosy en otros modelos de ratones deficientes en la lipoproteína ApoE.
En un modelo de aterosclerosis, la inhibición de la ECA disminuyó las células
inflamatorias y la expresión de quimioquinas en la lesión [70,90]. En ratas
hipertensas, la presencia de monocitos/macrófagos en la pared vascular fue
reducido por iECAS [109]. Inicialmente este efecto beneficioso fue atribuido a la
reducción de la presión sanguínea o a la oxidación de las LDL, pero datos recientes
sugieren que puede ser atribuido al bloqueo de las acciones de la Angll.
Recientemente el tratamiento con antagonistas ATj en monos hipercolesterolémicos,
disminuyó la lesiones ateroscleróticas y los niveles séricos de MCP-1 y de moléculas
de adhesión CD11 en monocitos [110]. En otros estudios, el tratamiento con iECAs
redujo la acumulación de lípidos en el desarrollo de placas ateromatosas en




La AnglII es un heptapéptido que posee la mayoría de las propiedades de la AnglI.
Es particularmente importante en el cerebro y glándula pituitaria, y juega un papel
fundamental en )a secrección de arginina-vasopresina [15]. Al igual que la AnglI, es un
péptido efector del SRA cerebral, participando en el control de la presión sanguínea y
en el consumo de agua [112]. A nivel cardiovascular la AnglII regula la presión
sanguínea al promover la contracción de las células musculares y presenta una eficacia
similar a la AnglI en la vasoconstricción de la aorta [15,113], Recientemente se ha
descrito que varias acciones atribuidas a la AnglI podrían ser debidas a algunos de sus
péptidos de degradación. Por ejemplo, el efecto de la AnglI en la liberación de
vasopresina depende de la conversión de AnglI a AnglII por la enzima APA [114]. En
situaciones patológicas asociadas a la activación del sistema SRA SP ha encontrado un
aumento de los niveles de APA en glomérulo de ratas diabéticas, con nefritis,
hipertensas y tras infusión de AnglI [115]. En tumores de cerebro y en procesos de
neovascularización de microvasos se ha observado una sobre-producción de APA [116].
Además de todas las enzimas específicas, existe un incremento de diversas proteasas
inespecíficas capaces de romper la AnglI desde ambos extremos N y C-terminales [117]
y como consecuencia, la AnglI sólo representa un 5-15% del total de Angs que
atraviesan el túbulo proximal [118]. Este aumento de enzimas específicas e
inespecíficas, unido a una mayor presencia de AnglI en situaciones de daño tisular,
sugieren un posible papel de otros péptidos del SRA, como la AnglII en estos procesos.
Es por tanto posible, que parte de las acciones de la AnglI puedan ser debidos a los
efectos biológicos de sus fragmentos de degradación, como la AnglII, Sin embargo, el
papel potencial de este péptido en los fenómenos asociados al daño tisular, así como
sus mecanismos y receptores involucrados, no han sido establecidos.
7. Factores de Transcripción, SRA y daño tisular.
Los factores de transcripción son proteínas capaces de unirse a secuencias
específicas del DNA, localizadas en el promotor de multitud de genes, e inducir su
transcripción. La activación de factores de transcripción es un paso crítico en la
traducción de señales al núcleo y se ha demostrado la activación de algunos factores de
transcripción en situaciones de daño tisular [119]. En experimentos en nuestro
laboratorio observamos como en un modelo de aterosclerosis [70] y en otro de
nefritis por inmunocomplejos [5], existía un incremento de la activación del factor
nuclear de transcripción KB (NF-KB). En ambos modelos, el tratamiento con ¡ECAs
disminuyó a niveles básales esta activación. En situaciones de daño hepático se ha
encontrado un incremento de activación de c-fos y NF-KB [122]. En intestino, en
estados de hibernación donde se dan situaciones de estrés oxidativo, se produce un
aumento de NF KB [123]. En procesos de isquemia, se produce una activación del
factor Egr-1 [124], el cual también se ha observado aumentado tras el daño agudo
cardíaco como mecanismo de reparación tisutar [125]. En situaciones de isquemia y
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reperfusión se ha demostrado una activación de c-fos en células cardíacas [126], y en
cerebro se ha sugerido que el NF KB podría inducir la muerte neuronal en procesos de
isquemia cerebral ya que el tratamiento con antioxidantes bloquea este proceso [127].
En células mesangiales, la Angll activa factores de transcripción como la proteína
de unión en respuesta al AMP cíclico (CREB), SP-1, Egr-1, la proteína activadora-1 (AP-
1) y el NF-KB [129,130], En células de músculo liso vascular, la Angll activa también
A P I [117], CREB [133], NF-KB [5,70],y las proteínas STAT [134]. La activación de NF-
KB U otros factores se ha relacionado con la expresión de genes relacionados con el
daño tisular. En monocitos, algunos virus son capaces de aumentar la producción de
citoquina IL-10 o IL-8 a través de la activación de NF-KB [135]. En estas células se ha
demostrado una activación de NF-KB y expresión de genes proinflamatorios debido a la
ingesta de dietas ricas en grasas [136] y al aumento de LDL [13 7] Fn células tubulares
humanas, en situaciones de hipoxia se produce un aumento de NF-KB [131]. En estados
de proteinuria tubular intersticial se reduce el infiltrado inflamatorio de monocitos con
el tratamiento de antioxidantes que inhiben la activación de NF-KB [139], y en células
tubulares (MCTs) la expresión de VCAM-1 se realiza vía activación de NF-KB [140]. En
ratas proteinúricas, la inhibición de NF-KB reduce el daño tubulointersticial [132].
7.1 Factor Nuclear de Transcripción KB (NF-KB):
El NF-KB es un factor de transcripción que originalmente se describió como una
proteína capaz de unirse a una pequeña secuencia del DNA (denominado sitio KB)
para inducir la expresión del gen de la inmunoglobulina K de las células B sanguíneas
[141]. Posteriormente se ha visto que existe una gran variedad de genes inducibles
que posee este sitio KB en sus regiones promotoras, en diferentes tipos celulares.
Además se han descrito multitud de estímulos capaces de inducir la activación de NF-
KB, como son citoquinas, factores de crecimiento, estrés celular, virus, agregados de
IgGy Angll [5,56,70,147,188,195] (figura G).
El NF-KB es un complejo proteico que puede estar compuesto por varias
subunidades formando homo o heterodímeros. Estas subunidades pertenecen a una
gran familia de polipéptidos denominada NF-KB/Rel^Dorsal. Existen dos subclases
dentro de esta familia, una de ellas, distinguida por su procesamiento proteolítico
desde formas precursoras, y por no poseer dominios de activación, incluye las
proteínas p50 (NF-KBI ) y p50B (NF-KB2, p52). La otra subclase, caracterizada por
poseer dominios de activación, está formada por las subunidades proteicas p65
(RelA), RelB, c-Rel, v-Rel y la proteína Dorsal de Drosophila [142]. Aunque el
heterodímero p5O/p65 es el mayoritario en la formación del complejo NF-KB, existen
otros homo y heterodímeros con propiedades reguladoras de la unión al sitio KB del
DNA [143]. Todos los componentes de esta familia poseen una región de homología,
responsable del reconocimiento y unión al DNA, de la dimerización, localización
nuclear y la interacción con la subunidad inhibitoria IKB [144],
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NF-KB reside en el citoplasma celular como un complejo inactivo estabilizado por
la unión a la subunidad inhibitoria IKB, responsable de anclarse al complejo de NF-KB
e impedir la translocación del complejo al núcleo [144]. Se han descrito al menos
cinco ¡soformas de esta subunidad inhibitoria; IKB a, |), y, BCLj y MAD3, aunque la
más abundante y estudiada ha sido la subunidad a. La activación de este factor de
transcripción se produce tras la liberación de su subunidad IKB, al ser fosforilada en
un resto de serina por la acción de una enzima tirosin-quinasa citosólica,
permitiéndose así la translocación de NF-KB al núcleo (figura G) [144]. Después, la
subunidad IKB fosforilada que permanece en el citosol, es degradada por una
proteasa (del complejo del proteosoma) hasta fragmentos peptídicos [144].
Previamente se ha demostrado que la fosforilación de IKB in vitro por proteínas








Figura G. Mecanismo de activación del NF-KB. Al llegar el estímulo a la célula, la subunidad
inhibitoria IKB se fosforita y deja libre al complejo NF-KB, formado por diferentes subunidades.
Este homo o heterodímero se transloca al núcleo para unirse allí a secuencias específicas del
PNA e inducir la activación de determinados genes, mientras que la subunidad IKB es
degradada mediante enzimas proteolíticas en el citosol.
Finalmente, una vez que entra el complejo NF-KB en el núcleo, se une a
secuencias específicas localizadas en el promotor de diversos genes con el fin de
activar su transcripción [142], Existe un mecanismo de autorregulación de este
proceso ya que el promotor del gen de las propias subunidades p50, p65 e IKB, posee
un sitio KB [144]. Se ha demostrado que la translocación del complejo de NF-KB al
núcleo, induce altos niveles de síntesis de IKB, lo cual puede restaurar la cantidad de
esta subunidad inhibitoria en el citosol [144].
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factores de transcripción incrementan los niveles de c-fos, por lo que se sugiere que
podría poseer un papel muy importante, aunque no esencial, en procesos de
proliferación. En este sentido, ratones homocigotos c-fos (-/-) tienen un crecimiento
retardado y desarrollan osteoporosis en fases tempranas [151]. Sin embargo, la
subunidad c-jun es considerada imprescindible en los procesos proliferativos. Es el
componente principal de los complejos de AP-1 y juega un papel fundamental en el
desarrollo [148]. Se ha observado que ratones c-jun (-/-) mueren a mitad de
gestación [152]. Esta subunidad es requerida además para la diferenciación de
fibroblastos y está relacionada con la regulación del ciclo celular, matriz extracelular
y procesos de apoptosis [152], C-jun es expresada en bajos niveles en muchas células,
y esta expresión es inducida por muchos estímulos como factores de transcripción,
citoquinas e irradiación ultravioleta í 152].
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Figura 1. Activación del factor de transcripción AP-1. El factor nuclear AP-1 está compuesto
principalmente de dos subunidades c-fos y c-jun, cuya expresión es inducida de modo
independiente por la unión de diferentes factores de transcripción a diversas secuencias
específicas, a través de la activación de proteínas quinasas. Una vez formado el complejo c-fosfc-
jun (AP-1), se unirá a determinados genes (a sus secuencias TRE) con el fin de activar la
transcripción.
El factor AP-1 ¡nteractúa con secuencias TRE para inducir la expresión de
determinados genes. Se ha observado que induce la expresión de genes codificantes
para proteínas involucradas en el daño renal [148]. La estimulación de este factor
requiere de la previa activación de proteínas intracelulares como las MAP-quinasas
[151] (figura I). En procesos de hipertrofia cardiovascular y remodelamiento se ha
demostrado una activación de MAP-quinasas, seguida de la estimulación del complejo
AP-1 [148,152]. Este factor regula directamente diversas funciones biológicas como
proliferación, producción de matriz extracelular, apoptosis y supervivencia celular
[148], Algunos autores han observado en diferentes tipos celulares que AP-1 media
respuestas inflamatorias inducidas por diversas citoquinas, oncogenes, agentes






El objetivo principal de esta Tesis es estudiar el papel del sistema Renina-
Angiotensina (SRA) en la patogenia del daño tisular, evaluando si el péptido efector,
la Angiotensina I I , actúa como un mediador en este proceso. Para ello estudiamos,
in vivo e in vitro, el efecto de la Angiotensina II a nivel renal y vascular, analizando
receptores, mecanismos intracelulares, factores de transcripción, y expresión de
genes/'proteínas, involucrados en estos procesos. Asimismo, determinamos la posible
participación de otros péptidos de este sistema en los procesos de daño renal,
comparándolas con las respuestas conocidas de la Angiotensina I I .
Concretos
Estudios In vivo:
• Evaluar el efecto de la infusión sistémica de Angiotensina II en riñon y aorta en
ratas normotensas, analizando:
el daño morfológico y las células implicadas,
- la activación de los factores de transcripción NF-KB y AP-1,
los receptores de Angiotensina I I involucrados y
la participación de diversos mediadores (TNF-u, CTGF, PTHrP) implicados en el
daño tisular.
Estudios In vitro:
• Determinar en células en cultivo (renales, vasculares y circulantes) si la
Angiotensina I I , y otros productos de degradación del SRA, AnglII, AnglV y Ang(l-
7), son capaces de regular la actividad de NF-KB y AP-1.
• Analizar el tipo de receptor de Angiotensina I I y los mecanismos implicados en la
activación de estos factores de transcripción,
• Evaluar los niveles de expresión de proteínas involucradas en el daño tisular
inducido por Angiotensina II a través de la activación de NF-KB, diferenciando el
receptor utilizado en cada caso.
• Estudiar finalmente la posible participación del producto de degradación de
Angiotensina I I , la Angiotensina I I I , en la proliferación celular, inflamación y
fibrosis, analizando la activación de NF-KB y la producción de mediadores





1.1 Cultivo de células mesangiaies glomerulares renales:
El cultivo de células mesangiaies (CM) de rata o ratón se realiza según una
técnica previamente descrita [154], Brevemente, se escogieron ratas macho Sprague-
Dawley con un peso de 150-180 g, o ratones macho de 20 g (cepa C57BL6, fenotipo
salvaje o deficientes del receptor AT[, donados por Dr. Sugaya, Osaka, Japón) y se les
extrajeron los ríñones. Posteriormente se descapsularon y se separaron las cortezas
renales de donde aislamos sus glomérulos mediante el paso por distintos tamices y
posterior digestión con colagenasa tipo IA (50 U/Vnl; Sigma Chem., St. Louis, MO,
EEUU). Finalmente se resuspendieron en medio RPMI 1640 (Roswelt Park Memorial
Institute, Buffalo, NY, EEUU), suplementado con un 10% de suero de ternera fetal
(STF), 100 U/ml penicilina, 100yigftn\ estreptomicina y 2 mmol/L glutamina,
cultivándose en estufa a 37° C y con atmósfera al 5% de CO2. Al llegar casi a la
confluencia, las células fueron depleccionadas durante 48 horas en medio RPMI al 0.5%
de STF, para iniciar los experimentos. Las CM se caracterizaron por microscopía de
contraste de fase, tinción positiva para desmina y vimentina, y tinción negativa para el
antígeno relacionado con el factor VIII y citoqueratina, excluyendo contaminación
endotelialy epitelial, respectivamente [155] (datos no mostrados).
1.2 Cultivo de células vasculares de músculo liso de aorta:
Se escogieron ratas macho Sprague-Dawley de 150-180 g o ratones (cepa
C57BL6) macho de 20 g, a los cuales se anestesiaron y extrajeron las aortas a nivel
torácico. Estos vasos se lavaron a continuación con PBS frío para eliminar los restos de
células sanguíneas, se trocearon e incubaron en flashes durante 45 min a 37° en medio
DMEN (Dulbecco Modified Eagle's Médium) sin STF, y con colagenasa tipo II (80
U/mL; Sigma Chem., St. Louis, MO, EEUU). Tras la digestión, se detuvo la reacción con
DMEN al 10% de STF, y se cultivaron las aortas en flashes, previo lavado con medio
nuevo. Allí permanecieron una semana hasta llegar a obtener las células vasculares de
músculo Uso. Después de varias tripsinizaciones, las células se depleccionaron y se
utilizaron para los experimentos (entre pase 2 y 5). Las células vasculares de músculo
liso se caracterizaron por microscopía de contraste de fase, y mediante tinción positiva
para a-actina, y negativa para el factor VIII, con el fin de excluir la posible
contaminación endotelial [70].
1.3 Cultivo de células tubulares renales:
La línea celular de células tubulares epiteliales de ratón MCTs fueron donadas
por el Dr. E, Nielson (Universidad de Pensilvania). Las células crecieron en placas con
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medio RPMI al 10% de STF. Al llegar casi a la confluencia, las células se depleccionaron
durante +8 horas con medio RPMI sin STF y se realizaron los diferentes estudios.
1.4 Cultivo de células mononucleares humanos:
Las líneas celulares de monocitos U937 o THP-1 humanos fueron obtenidas del
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA (ATCC: CRL157O y CCTIB2O2,
respectivamente). Las células crecieron en suspensión en flashes con medio RPMI al
10% de STF. Previamente al experimento, las células fueron depleccionadas durante
48 horas con medio RPMI sin STF.
2. Modelo experimental de infusión sistémica de Angiotensina II (Angll).
El estudio del efecto directo de la Angll iíi vivo se realizó mediante la infusión
subcutánea de Angll en ratas Sprague-Dawley normotensas (150-180 g). Para ello se
implantaron bajo la piel minibombas osmóticas (Alza Corp., mod 2001) rellenas de
Angll (disuelta en salino). La Angll es liberada con una velocidad y concentración
constante de 50 ng/kgAnin. Esta dosis es similar a otras previamente probadas en
rata, donde se producía fibrosis renal y aumento de presión, aunque dentro del rango
normotenso [46,47,156,163]. Los animales se sacrificaron al cabo de 24, 48 o 72
horas (estudio de la fase aguda), o de 7 días (estudio de la fase crónica).
Previamente se ha descrito que la infusión de Angll eleva la actividad simpática
renal, la presión sanguínea y atenúa la excreción de sodio [158,159], Además,
estimula la proliferación de células renales, infiltrado inflamatorio, acumulo de matriz
extracelular [72,74,104] e inducción de factores de crecimiento [160,161], y
promueve el crecimiento de los microvasos [162]. Sin embargo, los mecanismos
intracelulares y tos receptores implicados en estos procesos no han sido totalmente
esclarecidos. Por ello, además algunos animales se trataron con el antagonista
específico del receptor ATb Losarían (10 mg/kg/día, suministrado en el agua de
bebida y reemplazado cada 24 horas) o con el antagonista del AT,, PD123319 (30
mg/kg/Vnin, infusión subcutánea mediante minibombas), desde 24h antes del
tratamiento con Angll, hasta el final del estudio. Estas dosis de los antagonistas han
demostrado previamente e! bloqueo efectivo de ambos receptores [46,47,163],
Después de todos los tratamientos, los animales fueron anestesiados, y
perfundidos con salino frío, para extraer sus ríñones y aortas, y se guardaron en
formol o nitrógeno líquido, según la posterior técnica de estudio.
La presión arterial sistólica fue medida en ratas conscientes con un
esfíngomanómetro en la vena dorsal del rabo (NARCO Biosystems, Colorado). El valor
de la presión sanguínea para cada rata fue calculado como la media de tres medidas
separadas en cada sesión. Todos los animales fueron manipulados según la normativa
de la CEE (BOE 223/1988y 265/1990).
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3. Modelo experimental de obstrucción unilateral (UUO)
Los ratones C57BL6 (de fenotipo salvaje y deficientes del receptor AT t) de 10
semanas (~20-25 g) fueron anestesiados con pentobarbital y se procedió a ligar sus
uréteres izquierdos con seda (4/0) en dos localizaciones. Posteriormente se realizo un
corte entre las ligaduras para prevenir la posible infección del tracto urinario.
Transcurridos los dos días de UUO, los ratones fueron sacrificados para obtener sus
ríñones (obstruido y contralateral) y analizar por EMSA la activación de NF-KB, Como
controles se utilizaron ratones normales de la misma cepa sin operación.
4. Modelo experimental de nefritis por inmunocomplejos
La glomerulonefritis proliferativa inducida por ovoalbúmina (OVA) en ratas
Wistar normotensas se realizó según un protocolo previamente descrito [164].
Brevemente, en el día 0 se administraron 5 mg de OVA en adyuvante completo de
Freud vía subcutánea. Tres semanas después se repitió la inyección utilizando
adyuvante incompleto, y desde el día 28 hasta el sacrificio se inyectaron diariamente
10 mgfdía de OVA vía intraperitoneal. Cuando la proteinuria alcanzó valores entre
20-50 mg/clía los animales se distribuyeron al azar en dos grupos: tratados con
quinapril (iECA) a la dosis de 100 mg/l (en el agua de bebida), y no tratados. Después
de 3 semanas de seguimiento los animales se sacrificaron, perfundieron y se
extrajeron sus ríñones para posterior análisis.
5. E>ftracción del RNA celular y análisis por Northern blot
A partir de células en cultivo y transcurridos sus periodos de estimulación, el
RNA celular fue extraído mediante el empleo de Trizol Reagment (Gibco Brl) y
cuantificado por absorvancia a 260 nm. Posteriormente muestras de RNA de 10 a 40
fig fueron desnaturalizadas y sometidas a separación electroforética en geles al 1% de
agarosa-formaldehido. Estos se transfirieron capilarmente a membranas de nylon
(Genescreen, New England Nuclear, Boston, MA, USA). Mediante tinción con bromuro
de etidio, se comprobó en cada gel la carga equivalente de RNA, la ausencia de
degradación, la posición de los RNA ribosomales 28S y 18S, así como la eficacia de la
transferencia por capilaridad. Las membranas fueron prehibridadas durante al menos
4 h a 42°C en solución de hibridación (50% formamida, 1% SDS, 5x SSC, 5x solución de
Denhardt, 0.25 mg/ml de esperma de salmón desnaturalizado y 50 mmol/'L tampón
fosfato sódico, pH=6.5). La hibridación se realizó a 42°C toda la noche con 20% sulfato
de de>ítrano y la sonda de DNA marcada* (ver debajo) y desnaturalizada. Una vez
finalizada la hibridación, se procedió al lavado del exceso de sonda de las membranas
en 2x SSCt 0,1% SDS, durante 30 min a temperatura ambiente, y dos veces con O.2x
SSC, 0.1% SDS, a 55°C durante 15 min. La autoradiografía se realizó según técnicas
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estándary se utilizó al G3PDH como control de carga en los geles. La relación RNAm vs
G3PDH fue expresada en incremento de n-veces el valor.
* Mareaje de sondas de DNA: Las sondas de DMA de MCP-1 de rata (fragmento de RT-
PCR), de TGF-|U murino (fragmento de 279 pb producto de restricción con EcoRl) y c-
fos (ATCCHÍ677) fueron marcadas radiactivamente por el método de "random primer'
(Boehringer Mannheim, Germany) con a-32[P] dCTP.
6. Análisis por RT-PCR
En algunos casos, los niveles de mRNJA celular se estudiaron por RT-PCR, Las
reacciones de RT (retrotranscripción) y PCR (amplificación) se realizaron
conjuntamente. Para los ensayos de RT-PCR se utilizaron 100 nmoles de RNA total. La
secuencia de cada primer utilizado, el tamaño de los productos de RT-PCR resultantes y



























1 min a 63°
1 min a 54°
1 min a 58°
1 min a 60°
Figura I. Condiciones de reacción de la RT-PCR. El RNA celular fue extraído y amplificado con
cDNA cuyos primers se muestran en la tabla. Además se muestra el tamaño del producto de RT-
PCR (en pares de bases), la temperatura y los ciclos de amplificación de las reacciones pan» los
determinados genes.
7. Determinación de la activación de los factores de transcripción NF-KB y A P I
(Ensayo de EMSA) en células o tejido.
7,1 Extracción de proteínas nucleares y citosólicas:
Las células en estado de reposo fueron incubadas durante diferentes tiempos y
después lavadas con salino, tripsinizadas y resuspendidas en tampón-A (10 mmol/L
Hepes pH=7.8, 15 mmol/L KCI, 2 mmol/L MgCL, 1 mmol/L EDTA, 1 mmol / l
ditiotreitol, 1 mmol/L PMSF). Tras mantenerlas 10 min en hielo las células fueron
centrifugadas, resuspendidas en 100 n.1 de tampón A y homogeneizadas. Mediante
centrifugación a 3.5O0g durante 5 min, se separó la fracción citosólica de la nuclear,
que se almacenó a -&0°C hasta su estudio.El precipitado conteniendo los núcleos, se
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resuspendió en tampón-A. Se les añadió KCl 3 mol/L gota a gota hasta una
molaridad final de 0.39 mol/L, se incubaron durante 45 minutos a 4°C y se
centrifugaron a 12.000g durante 30 min. Los sobrenandantes, con los extractos
nucleares, se dializaron en tampón-B toda la noche a 4°C (50 mmol/L Hepes pH=7.8,
50 mmol/L KCl, 10% glicerol, 1 mmol/L PMSF, 1 mmol/L DTT y O.lmmol/L EDTA).
Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su estudio y la concentración de
proteína fue determinada por el método de BCA (Pierce).
A partir de tejido (riñon), la extracción de proteínas nucleares se realizó de modo
similar. Los tejidos fueron pulverizados e incubados 30 min con tampón de lísis de
tejido (20 mmol/L Hepes pH=7.8; 0.35 mmol/L MaCl, 20% glicerol, 5 mmol/L MgCl,
0.1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L ditiotreitol, 0.5 mmol/L PMSF, 1 ng/mL pepstatina A, 1.2
(.ig/mL espercidina y 2 ng/mL aprotenína). Tras centrifugación se aislaron los
sobrenadantes conteniendo los extractos proteicos renales, y se dializaron toda la
noche a 4°C en tampón B. Posteriormente se determinó la concentración de prottíína
por el método de BCA (Pierce),
7,2 Ensayo de unión:
Los extractos nucleares o proteicos (6 a 20 \xg) se equilibraron en tampón-B. Las
muestras se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente con 0.35 pmols del
oligonucleótido (NF-KB O AP-1) marcado radiactivamente * (ver debajo), y en presencia
de 50 ng/ml de poly (dl-dC). Como control de la técnica se realizaron ensayos de
competición, en los cuales las muestras se incubaron previamente durante 10 min en
presencia de un exceso (100 veces) de sonda fría (NF-KB O AP-1, no marcado), con un
NF-KB mutante o con un oligonucleótido inespecífico (AP-1 o MF-KB, respectivamente).
Posteriormente, se añadió la sonda marcada, continuándose el experimento en las
mismas condiciones. Como control positivo del experimento se utilizaron conocidos
inductores de la activación del factor NF-KB O AP-1, como la citoquina IL-1 o el éster de
forbol PMA. Como control negativo, se realizaron ensayos sin extracto nuclear.
La reacción se paró en todos los casos añadiendo tampón de carga (250 mmol/L
Tris-HCl, 0.2% azul de bromofenol, 0.2% xileno cianol y 20% glicerol). Mediante
ensayos de retardo de movilidad electroforética (EMSA), los complejos proteína-DNA
fueron separados del exceso de sonda no unida en un gel no desnaturalizante de
poliacrilamida al 4%, en 0.25% TBE (Tris-HCl- Ac. Bórico- EDTA) a 150 Vy durante 1 h
a temperatura ambiente.
Para los ensayos de superretardo de NF-KB se añadió lug de anticuerpo frente a
sus subunidades (p50, p65 o c-Rel), antes de la incorporación del NF-KB marcado y
durante una hora a temperatura ambiente. En todos los casos, una vez terminada la
electroforesis, los geles fueron secados y expuestos para autorradiografia.
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* Mareaje del oligonucleótido consenso: El oligonucleótido consenso del factor NJF-KB
(5-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3) o AP-1 (5'-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3')
se marcó con [y-1'P]ATP mediante incubación a 37°C y durante 10 min, con 10 U de
T4 polinucleótido quinasa (Promega-Madison, WI), en cuya reacción se añadieron 10
nC¡ de b-í2P]ATP, 70 mmol/L Tris-HCl, 10 mmol/L MgClj y 5 mmol/L DTT. Finalmente
la reacción se detuvo con EDTA hasta una concentración final de 0.05 mol/Ly se llevó
hasta un volumen final de 100^1 con tampón TE (Tris-HCi- EDTA).
8. Ensayo de Southwestern ¡n situ (NF-KB y API ) .
La detección de factores de transcripción en tejido se realizó mediante la
técnica de Southwestern in situ; método no radioactivo que permite determinar la
distribución y actividad de unión al DMA de factores de transcripción en el propio
tejido [165]. Brevemente, secciones de tejido renal o de aorta previamente
deshidratadas y rehidratadas, fueron fijadas con 0.5% paraformaldehido (PFA), y
tratadas con levamisol 5 mmol/L (30 min). Después se digirieron con pepsina 0.5%
en HCl IN (30 min) y 0.1 mg/tnl DWasa I (20 min), y se incubaron con el
oligonucleótido (100 pmol/L) del factor a estudiar, marcado con digoxigenina.
Finalmente, se revelaron mediante un método col o ri métrico usando un anticuerpo
frente a digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina. La reacción se detuvo con 1
mmol/L EDTA. Las muestras fueron montadas en gtícerol y analizadas por
microscopía óptica. Los oligonucleótidos consenso empleados fueron:
NF-KB: 5 ' •AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3 ', y
A P I : 5'-CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA-3'); y los oligonucleótidos mutantes:
NF-KB: 5 ' -AGTTGAGGCTCCTTTCCCAGGC-3 ' , y
AP-1: 5 ' -CGCTTGATAAATCAGCCGGAA-3 ).
9. Ensayo de Western Blot
Los fragmentos citosólicos y nucleares se obtuvieron como se describe en el
apartado 7.1 y se separaron electroforéticamente en un gel de 5DS-PAGE en
condiciones reductoras. Se transfirieron a membranas de PVDF y se bloquearon
mediante incubación a 37°C, 30 min y con leche descremada en polvo al 5% en
tampón Tris-HCl (0.01 mmol/L, NaCl 0.1 mmol/L y Tween-20 al 0.1%; pH 7.5).
Transcurrido el tiempo de bloqueo, las membranas fueron incubadas con el
anticuerpo primario durante 18 horas a 4°C. Después se lavaron e incubaron con un
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa, durante una hora a 3 7°C.
Finalmente las membranas se lavaron nuevamente y se revelaron empleando un kit
de ECL quimioluminíscente (Amershan).
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10. Ensayo de Imunohistoquímica
10.1 Inmunohistoqutmica de células:
Para estudiar la producción de la quimioquina MCP-1 o las subunidades de NF-
KB; p50 y p65 se utilizaron células, crecidas en placas de 8 pocilios Titer-Tek
(Costar, Cambridge, MD). Las células, en estado de reposo, fueron tratadas con los
diferentes estímulos. Después se lavaron en PBS y se fijaron en metanol/acetona
durante 30 min a -20°C. Se mantuvieron en hielo durante 10 min y se trataron con
PFA al 3% (1 min) y con Tritón X-100 al 0.05% (10 min), para permeabilizar las
membranas celulares. Las células se bloquearon con suero en 1% BSA/PBS durante
30 min a 37°C. Después se incubaron con el anticuerpo primario policlonal durante
toda la noche y a 4°C, y tras lavarlas en 0.2% BSA/PBS, se añadió el anticuerpo
secundario (1 h a temperatura ambiente) marcado con FITC (The binding site,
Birmingham, UK). Los controles negativos fueron obtenidos incubando las células
sin el anticuerpo primario. Finalmente se lavaron las células en 0.2% BSA/PBS y se
montaron en solución glicerol-PBS al 70% para examinarlas con microscopio de
fluorescencia, y fotografiarlas con exposiciones equivalentes. Para el estudio de los
receptores AT, y kT¿t el proceso fue similar pero en este caso las células no se
pretrataron con Tritón X-100, y la localización de los receptores se realizó con un
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa.
10.2 Inmunohistoquímicct de tejido:
En el caso de tejido, tras la extracción en formol-etanol de los ríñones o aortas
de rata, se incluyeron en parafina para ser cortados (a 4 ^m) y preparados para los
estudios inmunohistoquímicos. Posteriormente, los tejidos cortados fueron
desparafinados, hidratados, y bloqueadas las posibles uniones inespecíficas mediante
BSA y suero (1 h a temperatura ambiente). Después se incubaron a 4°C toda la
noche con el anticuerpo primario y seguidamente con el secundario marcado con
biotina (1 h a temperatura ambiente). Finalmente después de lavarse, se revelaron
con 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Dako) 0.05% en H/),. 0.3% durante 10 min, se
montaron en DPXy se analizaron por microscopía óptica.
11. Análisis microscópico.
Las muestras de tejidos renales y de aorta se estudiaron por tinción con
hematoxilina/eosina y tricrómico de Masson, para ser examinadas por microscopía
óptica por dos patólogos cualificados, sin conocimiento del grupo al que pertenecían





































13. Estudio del infiltrado inflamatorio
El infiltrado inflamatorio se analizó en riñon por ¡nmunohistoquímíca con un
anticuerpos frente a los antígenos CD43 y EDI de rata (Pharmingen). El primer
anticuerpo reconoce el epítopo CD43 expresado en monocitos, macrófagos y células
T, y el segundo, es específico de monocitos/macrófagos.
14. Ensayo de Quimiotaxis
Las células mesangiales quiescentes fueron incubadas durante 18 h con los
diferentes estímulos. La actividad quimioatractante de los sobrenadantes de estas
células se estudió en placas de 24 pocilios (Transwell, Costar) con membranas de 5
(.im de tamaño de poro, como previamente se había descrito [166], Estudios previos
han examinado la migración causada por quimioquinas en líneas celulares
monocíticas; THPs, Mono-Mac6 y U937, pero sólo las THPs y las Mono-Macó
respondieron a las beta-quimioquinas (como MCP-1), mientras que las U937 no
respondieron a ninguna de las quimioquinas de esta familia [167]. Por este motivo
elegimos a las THPs para evaluar la producción por células mesangiales de factores
quimiotácticos, en particular, el MCP-1. En los pocilios sobre las membranas, se
cargaron 2.5 xlOr' monocitos (THPs), y en la parte inferior, 500 ^l de sobrenadante
celular, medio de cultivo sólo (RPMI; control negativo), o MCP-1 recombinante de
rata (100 ng/ml) disuelto en RPMI (control positivo). Las placas fueron incubadas
l h a 37°C para permitir la transmigración. Los monocitos migradores se contaron
en la parte inferior de los pocilios mediante citometría de flujo. La quimiotaxis
específica representa la media de las células migradoras menos la media de las
células migradoras en el medio de cultivo sólo, y en relación con las células que
quedan en la parte superior de los pocilios. La relación quimiocinesis-quimiotaxis fue
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realizada para determinar la migración aleatoria, como previamente se había
descrito [168]. Los experimentos de neutralización se realizaron con un anticuerpo
frente a MCP-1 de rata ( l^g/ml) a 37°C durante l h . Estos resultados están
expresados como incremento n-veces frente a células no estimuladas y como % de
inhibición frente a sobrenadantes sin anticuerpo. Además medimos la quimiotaxis
directa provocada por los péptidos de Angiotensina. Para ello, los estímulos (AnglII,
Angll y además el MCP-1) fueron resuspendidos en medio de cultivo sin suero en la
parte inferior de los pocilios, e incubados durante 1, 2 o 4 h. Los resultados están
expresados como número de células migrantes por estímulo, y como control se
tomó el medio de cultivo sólo.
15. Cuantificación de la síntesis de fibronectina. Ensayo de Inmunoprecipitación
La síntesis de novo de fibronectina en respuesta a diferentes estímulos, se
determinó mediante mareaje metabólico con [^S]-Metionina y posterior
inmunoprecipitación con anticuerpo anti-fibronectina [169], Las células en estado
de reposo, cultivadas en placas de 24 pocilios, se marcaron metabólicamente con 20
nCi/ml de [^Sl-Metionina en un medio deficiente de metionina, en presencia de los
diferentes estímulos. Transcurridos los tiempos de incubación, se recogieron los
sobrenadantes y se solubilizaron las células con tampón de extracción (50nmol/'L
Tris-HCl, 150 mmol/L NaCl, 0.5% Trión X-100, 2 mmol/L PMSF, 2 mmol/L EDTA y 5
mmol/L MEM, ph=7.4). Las muestras fueron inmunoprecipitadas con exceso de
anticuerpo anti-fibronectina (50 ng) a 4°C durante 12-14 h. A continuación, los
inmunocomplejos formados se recuperaron mediante incubación durante 2 h con
bolitas de proteína A-sefarosa (Pharmacia, Uppsala, Suecia). Las bolitas fueron
lavadas con tampón de extracción para eliminar la radioactividad libre y las
proteínas no unidas específicamente, realizándose un último lavado en ausencia de
detergente. La fibronectina se liberó de los complejos calentándola a 10O°C durante
5 min en tampón de electroforesis y se analizó mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, con un gel de desarrollo al
7.5% y un gel concentrante al 3%. Los geles fueron tratados cor\ técnicas para
fluorografía y expuestos para autorradiografía. Como control negativo del
experimento de inmunoprecipitación, se empleó una IgG normal de conejo
(SO^g/ml), y como control positivo de la síntesis de fibronectina se utilizó TGF-|U
humano (50 |.imol/L).
16. Transfecciones transitorias y ensayo de luciferasa
En células vasculares en reposo se realizaron dobles transfecciones transitorias
con NF-KB/IUC y TK-renila (Stratagene) mediante el método balístico (Biolistic PDS-
1000/He System (BIO-RAD Laboratories, CA, USA)) [58]. La presión de helio (2200
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p.s.i.) y el circuito de vacio en el sistema acelera los microtransportadores
conteniendo las partículas de oro (AU-165 de 0.8-1.6 \an; ABCR) recubiertas de DNA
(1 mg oro recubierto de 1 ^g del plásmido de NF-h.B/luc y 1 ng renila). Después de la
transfección, las células se mantuvieron en medio sin suero 24 h antes de ser
estimuladas. En los lisados celulares se analizaron las actividades luciferasa y renila
(Promega).
17. Farmacología
Para el estudio de los receptores de Angiotensina se utilizaron antagonistas no
peptídícos específicos; el antagonista frente al AT,, denominado Losarían (DUP753,
donado por MSD, España) y antagonistas frente al AT.,, denominados PD123319
(Sigma, España), y GCP412 (Sigma), el cual posee además propiedades agonistas
[35], Además se utilizó un agonista del receptor AT2| el para-aminofenilalanina
(pNH.FAII) [33].
Para el estudio de los mecanismos intracelulares se utilizaron diferentes
compuestos:
- inhibidores de la proteína quinasa C (PKC); bisidolilmaleimida (BIP)y H7
- inhibidores de las proteínas quinasas (PTK); genisteína, erbstatinay herbimicina A
- antioxidantes; catalasa, superóxido dismutasa (SOD)y pirrolidin-ditiocarbamato (PDTC)
- inhibidor del complejo del proteosoma; MG 123
• inhibidor de la síntesis de ceramidas; fumonisina B l (FB,)
- inhibidor de la proteína fosfatasa 2A (PP2A); ácido okadaico
Todos los inhibidores utilizados fueron adquiridos de Sigma, y para ninguno de ellos se
observó citoxicidad en nuestras condiciones de cultivo.
18. Análisis estadístico y valoración de los resultados
Las películas de autoradiografía fueron escaneadas usando el densitómt:tro
Image Quant (Molecular Dynamics, CA, USA). Los datos se expresan en unidades
arbitrarias de densitometrado como incremento respecto al control (n-veces) de
media ± error estándar de la media (EEM) o como resultado representativo de varios
experimentos. El análisis de significación se realizó empleando el programa GraphPad
Instat (GraphPad Software, San Diego, EEUU). Las poblaciones se compararon
utilizando el test de Wilcoxon y el de Student-Newman-Keuls, considerando diferencias
significativas cuando p<0.05. Para los estudios de histopatología y Southwestern ¡n
s'ttu, alrededor de 15 glomérulos, campos del intersticio o secciones de aorta de cada
animal fueron examinados por un observador sin conocimiento previo del grupo al
que pertenecían tos animales analizados. Se asignó un valor arbitrario de 0 a 3 según





I. ESTUDIOS IN VIVO
En situaciones de daño tisular se ha descrito previamente un aumento de todos los
componentes del sistema SRA. Por este motivo, el principal objetivo de esta Tesis fue
conocer la influencia del péptido efector de este sistema, la Angll, a nivel renal y vascular:
1. Efecto de la infusión de Angll a nivel renal
Inicialmente estudiamos el efecto de la infusión sistémica de Angll (50 ng/kg/min
mediante bomba subcutánea) en ratas normotensas Sprague Dawle, durante 24, 48 y 72
horas (fase aguda), y 7 días (fase crónica). Pasados los periodos de los tratamientos se
procedió a la extracción de los ríñones y se examinaron por diferentes técnicas (ver
métodos).
Las lesiones morfológicas fueron analizadas por microscopía óptica en secciones
renales incluidas en parafina. La infusión de Angll durante 24 y 48 h no indujo
alteraciones estructurales significativas en el riñon. Sin embargo, tras 72h, se observó la
presencia de células inflamatorias, a nivel glomerular e intersticial, y algunas lesiones
tubulares (atrofia tubular), mientras que la mayor parte de los glomérulos aparecieron
normales (figura 1). Además, la infusión de Angll en estas ratas aumentó la presión
sanguínea a las 72 horas del seguimiento (12l±9 vs 100+2 controles, n = 10, p<0.05),
aunque dentro del rango normotenso.
. . . . »
FIGURA 1. Lesiones morfológicas tras la infusión sistémica de Angll. Las fotografías muestran
secciones renales de ratas infundidas con Angll (50 ng/kg/min) durante 72h (A,B). Otros animales
fueron tratados con antagonistas de los receptores de Angll, Losarían (AT,, 10 mg/kg/día) (C), y
PD123319 (AT2) 30 mg/kg/min) (D), y posteriormente infundidos con Angll. En la figura se
muestran fotografías de la técnica de Masson correspondiente a las secciones renales de los
diferentes animales. Magnificación xlOO, excepto en la B (2OOx).
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Después de 7 días de infusión de Angll, las lesiones fueron mayores, observándose
aplanamiento de las células tubulares y dilatación tubular (datos no mostrados), similar
a lo descrito previamente [172].
Para confirmar la presencia de células inflamatorias en el riñon, caracterizamos el
infiltrado inflamatorio por inmunohistoquímica cor\ anticuerpos anti-CD43 (figura 2 y
3). Estos anticuerpos monoclonales reconocen un epítopo de CD43 expresados en
monocitos, macrófagos, células "killer" y células T. En los animales controles, tan sólo se
observaron unas pocas células con tinción positiva con el anticuerpo anti-CD43 (figura 2
A, C y 3 E). En los animales infundidos 72 horas con Angll se observaron células
inflamatorias que expresan el antígeno CD43 en el glomérulo (figura 2B, 3 B e I). En el
intersticio el aumento fue mayor, presentando áreas de inflamación focal (figura 2C, 3 F
e I). Además se empleó un anticuerpo frente al ED-1, que reconoce específicamente
monocitos/macrófagos, observándose el mismo patrón de distribución (datos no
mostrados).
\c]
FIGURA 2. La infusión de Angll incrementa el infiltrado inflamatorio en el riñon. Las fotografías
muestran áreas glomerulares (A, B) y tubulointersticiales (C, D) de un animal representativo de
ratas control (A,C) e ¡nfundidas con Angll (72h) (B,D). Magnificación xlOOO. Las figuras muestran



























Figura 3. Papel de los antagonistas de los receptores de angiotensina en el infiltrado inflamatorio.
Rata control (A,E), infundida con Angll durante 72h (B,F), y tratadas con el antagonista AT^
Losarían (C,G) o con el antagonista del AT2, PD123319 (D,H). Magnificación: x200 en E-H, xlOO en
I-L (I). Quantifícación de células CD43+ (células infiltrantes inflamatorias) en glomérulo y túbulo.
Los resultados están expresados como media ± EEM de células positivas por glomérulo o por campo
de 6 a 10 animales por cada grupo. *p<0.05 vs control; #p<0.05 vs Angll.
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2. Papel de los receptores ATj y AT2en el daño renal inducido por Angll
Con el propósito de estudiar los receptores de angiotensina involucrados en estos
procesos, empleamos dos antagonistas no peptídicos de los receptores AT[ y AT2
(Losartan y PD123319 respectivamente). Pretratamos las ratas 24 horas antes de la
infusión de Angll con Losartan (en agua de bebida; 10 mg/kg/día) o con PD123319 (30
mg/kg/min; bomba subcutánea). Posterior y simultáneamente infundimos con Angll (50
ng/Kg/min) durante 72h. En estos animales, el pretratamiento con Losartan aminoró la
atrofia tubular (figura 3 C, G), mientras que el PD123319 disminuyó el infiltrado
inflamatorio, principalmente en las áreas glomerulares e intersticiales (figura 3 D, H, I).
Además, el Losartan disminuyó hasta niveles básales la presión sanguínea (99±2, n=6,
p<0.05 vs Angll) pero, por el contrario, el pretratamiento con PD123319 no modificó
los valores de presión alcanzados por la infusión de Angll (123±16, n-4; p-n.s. vs Angll;
p<0.05 vs controles).
3. La infusión sistémica de Angll activa el factor nuclear MF-KB en el riñon.
Con el objetivo de profundizar en los mecanismos implicados en procesos de daño
renal inducidos por Angll, evaluamos los niveles renales de la activación del factor de
transcripción NF-KB. Se ha demostrado previamente que este factor está altamente
implicado en procesos de daño tisular [5,70,174-176]. En nuestro estudio, después de
la infusión de Angll aislamos los ríñones y los congelamos en nitrógeno liquido (ver
métodos). Posteriormente, los extractos proteicos de corteza renal fueron separados y
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FIGURA 4. Resultado del ensayo de
movilidad electroforética (EMSA)
para NF-KB en el riñon tras infusión
sistémica de Angll. Las ratas fueron
tratadas con Angll durante 24, 48,
72h y 7 días. Los extractos
proteicos renales fueron recogidos y
utilizados para ensayos de retardo
con NF-KB. Se muestra un EMSA
representativo de dos animales
diferentes de cada grupo, la
especifidad de la reacción fue
demostrada por ensayo con un
exceso de 100 veces de secuencia
NF-KB oligoconsenso (competidor
específico), NF-KB mutante o con un
oligonucleótido no-relacionado (AP-
1), La posición de los complejos de
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FIGURA 5. Valoración del ensayo de movilidad electroforética (EMSA) para NF-KB en el riñon, tras
infusión sistémica de Angll. Los resultados están expresados como unidades arbitrarias de
densitometrado de la media ± EEM de 6 a 10 animales de cada grupo. *p<0.05 vs control.
En los animales infundidos con Angll durante 24h se observó un ligero aumento
en la actividad renal del NF-KB, máximo a las 72h (6.5 veces de incremento vs control,
n=10, p<0,05),y disminuyó a los 7 días, aunque aún presentaba valores superiores a los
animales sanos (3.7, n=8, p<0,05, vs control) (figura 4 y 5). Como control se determinó
la actividad renal del NF-KB en ratas infundidas con salino (solvente), no observándose
diferencias con respecto a los animales sanos (n=4, p=n,s, figura 4).
Con el objetivo de localizar concretamente las células renales implicadas en la
activación del NF KB en respuesta a Angll, realizamos ensayos de Southwestern ¡n situ.
Secciones renales de ratas control o infundidas con Angll (72h) se incubaron con el
oligonucleótido NF-KB marcado con digoxigenina. Después se revelaron con un
anticuerpo anti-digoxigenina marcado con peroxidasa (ver métodos). De este modo
detectamos las células implicadas ¡n vivo en la activación del NF-KB en respuesta a Angll.
Las secciones de tejido renal de animales sanos no presentaron tinción para NF-KB
(figura 6 A, B y C). En los animales infundidos con Angll durante 72 h se detectó una
gran cantidad de células con tinción nuclear positiva para el NF-KB. LOS complejos
activados de NF-KB estaban localizados en el glomérulo (células mesangiales, epiteliales y
endoteliales, y células infiltrantes), (figura 6 D y E) y en áreas tubulointersticiales









FIGURA 6. Técnica de Southwestern en ratas infundidas con Angll. Los animales control no
presentaron tinción para NF-KB (A,B,C). Tras la infusión de Angll durante 72h, se observó un claro
mareaje nuclear para NF-KB en algunas estructuras renales (D,E,F). En el glomérulo se observó una
marcada tinción, concretamente en las células mesangiales, epiteliales y endoteliales (D,E). En el
área tubulointersticial se detectó una intensa tinción para el NF-KB, correspondiente a células
infiltrantes y algunas tubuloepitetiales (F). Las arterias renales de ratas control no presentaron
señal para NF-KB (G), sin embargo, tras la infusión de Angll, aumentó la tinción nuclear localizada
en células endoteliales y de músculo liso vascular (H,I). Aumento xlOOO (excepto x.200 en A,D, y
x2000 en I). (j) Valoración semicuantitativa de ía tinción para NF-KB, siendo: (-), no mareaje; (1+),
medio; (2+), moderado; (3+), intenso, siendo barras rojas para ratas infundidas con Angll, y azules
para ratas control. La evaluación fue realizada por dos observadores independientes. Los resultados
están expresados como media ± EEM de 6-10 animales por grupo. *p<0.05 vs control.
Además, se observó un aumento de la tinción para el NF-KB en las arterias
renales, localizado en células endoteliales y de músculo liso vascular (figura 6 H e I). La
cuantificación de la tinción del NF-KB de los distintos grupos se muestra en la figura 6 J.
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Como control de la técnica, secciones de tejido renal de animales infundidos con
Angll se incubaron con un exceso del oligoconsenso de NF-KB sin marcar o con un
oligomutante de NF-KB marcado con digoxigenina o en ausencia de sonda marcada con
digoxigenina (figura 7). En estos experimentos no se detectó tinción para NF-KB lo que
demuestra la especifidad de la unión. Estos controles se realizaron en cada experimento.
HGURA 7. Controles de la técnica Southwestem. En secciones renales de ratas infundidas con Angll,
se realizaron varios experimentos control. Los tejidos se trataron como se describe en Métodos, y
se incubaron con NF-K-B marcado con digoxigenina sola (A) o en presencia de un exceso de 100
veces de oligonucleótido NF-KB frío (experimento de competición) (B). Otros controles fueron
realizados por incubación de muestras renales con un oligonucieótido NF-KB muíante marcado con
digoxigenina (C) o en ausencia de mareaje (D). Las figuras muestran un animal representativo de
cada grupo. Magnificación x2OO.
4. Los antagonistas de los receptores AT^ y AT2 disminuyen la activación renal de NFKB.
Para determinar el receptor implicado en la activación de NF-KB renal inducido
por !a infusión de Angll (72h), realizamos experimentos de EMSA en animales tratados
con los antagonistas de los receptores ATj y AT2 (Losarían y PD123319,
respectivamente), como se describe en métodos. En la figura 8, podemos observar
como ambos antagonistas disminuyen de forma parcial la actividad renal del NF-KB
inducida por Angll (Losartan: 44% inhibición vs infusión de Angll, n = 6, p<0.05) y
(PD123319: 53%, n=4, p<0.05). Los antagonistas solos, Losartan o PD123319, no
afectan la actividad del NF-KB (no mostrado).
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FIGURA 8. Papel de los receptores ATLy ATZ en la activación de NF-KB renal inducido por la infusión
de Angll. Los animales fueron tratados durante 24h con los antagonistas de los receptores, ATL>
Losartan, o AT2) PD123319, y posteriormente se infundieron con Angll durante 72h. (A). EMSA
representativo de tres animales diferentes de cada grupo. La especifidad de la reacción se realizó
con un exceso (100-veces) de oligonucleótido NF-KB no marcado. CB) Análisis densitométrico de los
resultados expresados como unidades arbitrarias de la media ± EEM de 4 a 6 animales de cada
grupo. *p<0.05 vs control; # p<0.05 vs infusión de Angll.
Por otro lado, para localizar los tipos celulares en los que los antagonistas realizan
su efecto inhibitorio en la activación de NJF-icB, realizamos ensayos de Southwestern in
sttu. Como podemos observar en la figura 9, ambos tratamientos disminuyen la tinción
nuclear para NF-KB en el glomérulo. El efecto del antagonista AT^ (Losartan) se observó
fundamentalmente en células epiteliales tubulares (9 C y G), mientras que el efecto del
antagonista AT2 (PD123319) fue principalmente en las células infi l trantes (9 D y H). La
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FIGURA 9. Efecto de los antagonistas de los receptores AT, y AT2 en el NF-KB en el área glomerulary
tubulointersticial de ratas infundidas con AnglI. Las fotografías muestran un animal representativo
de cada grupo: control (A,E), infusión de AnglI 72 h (B,F), pretratamiento con Losarían (C,G) o con
PD123319 (D,H). Ambos tratamientos mostraron una disminución parcial de la tinción de NF-KB en
el glomérulo (C,D). El tratamiento con Losartan sólo disminuyó la tinción de NF-KB en células
tubulares (G), mientras que el bloqueo del receptor AT, disminuyó notablemente la tinción en
células intersticiales infiltrantes (H).
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Figura 10. Valoración sem¡cuantitativa
de NF-KB en riñon de rata tratado con
antagonistas AT[ o AT?. Valoración
semiquantitativa de NF-KB en
glomérulo, células infiltrantes y
tubulares. Los valores se midieron
como (-), no mareaje; (1+), medio;
(2+), moderado; (3+), intenso. La
evaluación fue realizada por dos
observadores independientes. Los
resultados están expresados como la
media ± EEM de 4 a 8 animales por
grupo. *p<ü.O5 vs control; # p<0.05
vs infusión de AnglI.
En resumen, podemos concluir que la infusión sistémica de AnglI afecta a nivel renal
tanto en glomérulos como en túbulos y arteria renal, provocando un aumento de los niveles
nucleares de NF-KB a través de los receptores ATj y AT2.
4.1. Receptores implicados en la activación de NF-KB en situaciones de daño renal
Para profundizar en el papel de la ruta AngII/NF-K-B y el tipo de receptor
implicado en el daño renal, hemos estudiado el modelo de obstrucción unilateral
ureteral (UUO), utilizando estrategias farmacológicas (bloqueo del SRA) y genéticas
(uso de ratones AT,(-/-)) (figura 11). En este modelo existe una activación del SRA
renal, aumento de producción de AnglI y actividad de NF-KB, y los fármacos que
bloquean el SRA mejoran la evolución de la enfermedad (56,224,226,227). En ratones
control, los ríñones obstruidos presentaron aumento en la actividad de NF-KB (8.5-veces
vs riñon contralateral; p<0.05, n=6), que fue disminuido por el antagonista ATj
(alrededor 65% inhibición vs obstruido no tratado, p<0.05, n=4), lo que demuestra que
el AT, está implicado en la activación de NF-KB en UUO. En ratones ATj í / - ) , la actividad
de NF-KB estaba aumentada en el riñon obstruido comparado con el contralateral, pero
el aumento fue algo menor que en los ratones control (7-veces vs riñon contralateral;
p<0.05, n = 6). También determinamos el papel del receptor AT¿. El antagonista AT2
diminuyó la actividad NF-KB en los ríñones obstruidos de ratones control y ATjC/-).
Este efecto inhibitorio fue mayor en los ATj(-/-) (alrededor de 90% inhibición vs
obstruido no tratado, p<0.05, n=4) que en controles (60%; p<0,05, n=4). El iECA
quinapril diminuyó la actividad renal de NF-KB en ambos genotipos (figura 11). Estos
datos demuestran que en situaciones de daño renal, como en UUO, ambos receptores
y AT2 están implicados en la activación de NF-KB.
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No-tratado Losartan PD123319 Quinapríl
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Control
No-tratado PD123319 Quinapríl





FIGURA 11. Análisis de la actividad renal de NF-KB en ratones de fenotipo salvaje (Controles) y
deficientes del receptor de AT, (AT^-/-)) sometidos a obstrucción unilateral del uréter (UUO).
Los animales se trataron 1 día antes del UUO y se estudiaron 2 días después. La actividad renal
de NF-KB se determinó por EMSA. La especificidad se demostró por competición (exceso de 100-
veces NF-KB frió). La figura muestra un animal de cada grupo. C: riñon contralateral y O:
obstruido. Efecto de los fármacos bloqueantes el SRA. Algunos animales se trataron con
antagonistas de los receptores AT, (Losartan: 10 mgfKgfdíá) y AT2 PD123319 (30 mg/kg/día).
El papel de la producción endógena de Angll se evaluó con el tratamiento con el ÍECA quinapril
(30 mg/kg/día).
5. La infusión sistémica de Angll activa el factor nuclear AP-1 a través del AT! en el
riñon.
Otro factor de transcripción que participa en procesos de daño tisular es el AP-1
(activator protein-1). El AP-1 es un factor nuclear que está asociado a ta regulación de la
matriz extracelular, y se ha observado que este proceso está mediado por el receptor
ATi [148], Con e! objetivo de determinar si el receptor ATZ pudiera estar implicado ¡n
vivo en la activación de otros factores nucleares por la Angll, estudiamos mediante
EMSA la actividad del AP-1 en muestras de corteza renal. Extractos proteicos de cortezas
renales fueron aislados y analizados por EMSA con un oligoconsenso de AP-1 marcado
radioactivamente cor\ y-[í2P]-ATP.
En los animales infundidos con Angll se observó un aumento en la actividad
renal del AP-1 después de 72h (2.6 veces de incremento vs control, n=8, p<0.05) y que
decreció hasta niveles control pasados tos 7 días (figura 12 A y B). Mediante técnicas
de Southwestern observamos además que los animales infundidos con Angll durante 72h
presentaban tinción nuclear positiva para AP 1 en el glomérulo y en áreas
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FIGURA 12. La infusión sistémica de AnglI activa el AP-1 en el riñon. (A) En la figura se muestra un
experimento de EMSA representativo de dos animales diferentes de cada grupo (controles e
infundtdos con AnglI 24, 48, 72h y 7 días). La especifidad de la reacción se obtuvo con un exceso
(100 veces) de sonda consenso AP-1 no marcada (competidor especifico), con AP-1 mutante o con
oligonucleótido no relacionado (NF-KB). La posición de los complejos AP-1 y el oligonucleótido libre
está indicada en la figura. (B) Análisis densitométrico de los resultados expresados como unidades
arbitrarias de la media ± EEM de 4 a 6 animales de cada grupo. *p<0.05 vs control. (C)
Southwestem para AP-1 en ratas infundidas con AnglI. En animales control (CI) no se detectó señal
para AP-1, pero tras la infusión de AnglI durante 72h (CII) se detectó una clara tinción nuclear
para AP-1, en el túbuloy glomérulo.
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El tratamiento con el antagonista AT^ Losartan bloqueó el efecto de la Angll en la
actividad renal del A P I (90% inhibición vs infusión de Angll, n=4, p<0.05), mientras
que el pretratamiento simultáneo con el antagonista AT, PD123319 no tuvo ningún
efecto (figura 13).
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FIGURA 13. La infusión de Angll activa el API vía AT, en el riñon. (A) Extractos de corteza renal
fueron aislados de ratas ¡nfundidas durante 72h. Posteriormente se separaron por electroforesis
junto a un oligonucleótido de API marcado radioactivamente con y-ATP. En la figura se muestra
un EMSA representativo de tres diferentes de cada grupo. (B) Análisis densitométrico de los
resultados expresados como unidades arbitrarias de la media ± EEM de 4 a 6 animales de cada
grupo. *p<0.05 vs control; # p<0.05 vs infusión de Angll.
En conclusión la infusión de Angll, además de activar NF-KB, es capaz de inducir la
activación de A P I , principalmente a través del receptor AT l t a nivel glomerular y
tubular.
6. La Angll induce la producción de mediadores proinflamatorios en el riñon
6.1 La Angll aumenta ta producción de TNF-a renal
A continuación evaluamos si la Angll in vivo tenía algún efecto en tos niveles de
citoquinas como el TNF-a que participa en procesos de inflamación y fibrosis. En ríñones
de ratas infundidas con Angll durante 72h la Angll indujo un claro aumento de TNJF-o, a
nivel glomerular, y en menor medida en los túbulos (figura 14).
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Figura 14. La infusión sistémica de Angll aumenta la producción renal de la citoquina TNF-o.
Secciones renales de ratas control o infundidas con Angll durante 72h fueron analizadas con un
anticuerpo frente a la citoquina TNF-u. Las figuras muestran un animal representativo de cada
grupo. Aumento 200X.
6.2. La infusión de Angll aumenta la producción de otros mediadores del daño renal.
El CTGF (Conective Tissue Growth Factor) es un nuevo factor implicado en
procesos de fibrosis. La expresión del CTGF está aumentada en diversas patologías,
como aterosclerosis, fibrosis de la piel, cáncer, daño hepático y diversas nefritis
experimentales y humanas [138,177]. Muchas de estas situaciones se caracterizan por
una activación del RAS local. En células mesangiales y fibroblastos, el CTGF es un
mediador de los efectos del TGF-& en la proliferación celular y en el aumento de matriz
extracelular [178], Algunos de los efectos hipertróficos de la Angll están mediados por
factores de crecimiento, como el TGF-6 y el PDGF [170,179,180]. El TGF-6 ha sido
considerado como el factor profibrogénico más importante en la regulación de la
matrix extracelular [179,180], Recientemente se ha descrito que un nuevo mediador
profibrogénico, el CTGF, puede ser el responsable de las acciones del TGF-6 [181].
Sin embargo, la relación in vivo entre el RAS y el CTGF no ha sido abordada. En la
figura 15 demostramos que la infusión sistémica en ratas normales de Angll aumenta
la síntesis de CTGF en riñon (principalmente en glomérulo). Además, el tratamiento
con Losartan.y no con PD123319 bloqueó este efecto, por lo que podemos sugerir que
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Figura 15. La Angll induce la producción de CTGF renal. Secciones renales de ratas control o
infundidas con Angll durante 72h fueron analizadas por inmunohistoquímica con un anticuerpo
policlonal frente al CTGF. La infusión de Angll aumenta los niveles de CTGF en riñon
(principalmente en el glomérulo). A diferencia que con el antagonista PD123319 (antagonista
AT2), el pretratamiento con Losartan (antagonista del AT^ redujo los niveles de CTGF en riñon.
Por otro lado, existen datos experimentales que sugieren la existencia de una
relación entre el RAS y la PTHrP (Parathyroid hormone (PTH)-related protein) [182].
Esta proteína tiene propiedades hipotensoras, es mitogénica para células renales y se
encuentra aumentada en aorta de ratas hipertensas, en células vasculares tratadas con
Angll, en respuesta al aumento de sodio en la dieta, y en situaciones de daño renal
[132,183]. Sin embargo, se desconoce si la Angll de forma directa e independiente del
aumento de presión sanguínea regula la expresión de la PTHrP en riñon y vasos.
Como se puede observar en la figura 16, la infusión de Angll durante 72 h provocó
un aumento de la producción de PTHrP renal (en glomérulo y túbulo). Además, al igual
que el CTGF, el pretratamiento con Losartan disminuyó la tinción, sugiriendo que este
proceso es inducido a través del receptor ATj en riñon.
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Figura 16. La Angll estimula la producción de PTHrP en riñon. Secciones renales de ratas
control o infundidas con Angll durante 72h fueron analizadas por inmunohistoquímica con un
anticuerpo policlonal frente a la PTHrP. Otras ratas fueron pretratadas con los antagonistas
ATj Losarían o AT2 PD123319). La síntesis de PTHrP a nivel renal es incrementada por Angll
(en gloméruloy tübulo) a través del receptor AT],
Como resumen, hemos demostrado que la Angll activa factores de transcripción
implicados en el daño renal (NF-KB y AP-1) c induce la síntesis de proteínas que juegan
un papel importante en estos procesos, como ta citoquina TNF-a, factores de
crecimiento como el CTGF, y agentes mitogénicos como la PTHrP. Todo ello sugiere que
la Angll pueda jugar un papel importante en ta progresión del daño renal.
7. Efecto de la infusión sistémica de Angll a nivel vascular. Activación de NF-KB.
Previamente algunos autores han demostrado ¡n vitro en células endoteliales y de
músculo liso vascular que la Angll activa NF-KB [184,253], Por este motivo estudiamos
si este efecto también ocurría ¡n vivo en aortas de ratas infundidas durante 72h.
Mediante Southwestern investigamos si la infusión de Angll activa el factor
nuclear NF-KB en aorta, estudiando los tipos celulares implicados. En secciones de
aorta de ratas control no se observó mareaje nuclear en ningún tipo celular, pero sin
embargo en ratas infundidas con Angll durante 72 horas detectamos un incremento
del mareaje nuclear para NF-KB, localizado en células endoteliales y de músculo liso
vascular (figura 17). Estos datos concuerdan con los previamente mostrados en
arterias renales (figura 6). Los ensayos de competición se realizaron con un exceso
(100 veces) de olgonucleótido de NF-KB frío, con un oligo muíante marcado con
digoxigenina (100 pM), o en ausencia de oligo marcado de NF-KB, con el fin de
demostrar la especiftdad de la reacción. Estos datos sugieren un efecto directo de la
Angll en la regulación de la actividad de NF-tcB en vaso.
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Figura 17. La infusión sistémica de Angll activa NF-KB en aorta. Mediante Southwesterm
observamos que las ratas control no presentaban mareaje para NF-KB (A). En ratas infundidas con
Angll durante 72h detectamos un claro mareaje para NF-k-B localizado en células de músculo liso
vascular (B) y en células endoteliales (C). (D) Análisis semicuantitativo del mareaje de NF-KB,
siendo (-) no mareaje, (1+) medio, (2+) moderado, (3+) intenso. Los resultados son expresados
como media + EEM de 4 animales por grupo. *p<0.05 vs control.
7.1 La Infusión de Angll aumenta la producción de citoquinas y mediadores
proinfíamatorios en vaso.
En secciones de aorta de ratas infundidas con Angll observamos un aumento de
la citoquina proinflamatoria TNF-a, al igual que sucedía en riñon. Como podemos
comprobar en la figura 18, la Angll provocó un incremento de la tinción positiva para
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Figura 18. La infusión de Angll produce aumento de TNF-a. Secciones de aorta torácica de rata
fueron dnalizduas por ¡nmunonistoquímica con un dritkuer(X> frente di TNFti. En !d parte de ¡a
izquierda podemos observar una aorta representativa de ratas control, y a la derecha, una de
ratas infundidas con Angll durante 72h.
Además estudiamos el efecto de la infusión de Angll en la síntesis de CTGF
vascular. En la figura 19 observamos que la Angll (72h) aumenta la síntesis de CTGF en
células endotelialesy, principalmente, en células de músculo liso vascular.
Figura 19. La Angll induce la producción de CTGF vascular. Mediante inmunohistoquímica con
un anticuerpo frente al CTGF observamos que la infusión de Angll (72h) aumenta los niveles de
este factor en aorta (principalmente en células de músculo liso vascular).
Finalmente estudiamos el efecto de la Angll in vivo en ia producción de PTHrP.
Como se puede observar en la figura 20, en secciones de aorta de rata la infusión de
Angll durante 72 h provocó un aumento de los niveles de PTHrP (en células endoteliales
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Figura 20. La Angll estimula la producción de PTHrP en vaso. Mediante estudios
inmunohistoquímicos con un anticuerpo frente a la PTHrP detectamos un aumento de la
síntesis de PTHrP a nivei vascular (en células endoltliales y ut músculo liso vascular) inducido
por Angll (72h).
En conclusión, estos resultados sugieren que la Angll a nivel vascular es capaz de
activar el factor NF-KB y de estimular la producción de agentes proinflamatorios,
profibróticos y mitogénicos, como el TNF-a, CTGF y PTHrP, todos ellos asociados a
situaciones de daño vascular.
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II. ESTUDIOS IN VTTRO
Para comenzar los estudios ¡n vitro primero analizamos la expresión de los
receptores de Angiotensina en células renales y vasculares en cultivo. El conocimiento de
estos receptores, asi como los mecanismos involucrados en la unión con péptidos del
sistema SRA, es un área de investigación muy importante para el estudio de
enfermedades renales y cardiovasculares. Previamente otros autores han detectado y
localizado el receptor ATj en células renales (mesangiales glomerulares, tubulares,
epiteliales), y en células vasculares de músculo liso [28,29,46]. Sin embargo, no se
conocen muy bien los niveles del receptor AT2 en estas células.
1. Localización de los receptores AT2 en el riñon y en células en cultivo.
Actualmente existe una cierta controversia con respecto a la existencia de
receptores AT2 en el riñon. Varios investigadores han intentado detectar estos
receptores en riñon y en células en cultivo, principalmente mediante estudios de
desplazamiento de la unión de 125I-AngII, con antagonistas específicos de los AT2j y por
Northern blot [29,38], Sin embargo, estudios recientes han mostrado, mediante
inmunohistoquímica, Western blot y RT-PCR, la presencia de receptores AT2 a nivel renal
[36,38].
En este trabajo determinamos mediante RT-PCR la expresión del mRNA del
receptor AT2 en células en cultivo y en corteza renal. Las células (mesangiales
glomerulares, epiteliales tubulares y de músculo liso vascular) fueron incubadas durante
48h en RPMI en ausencia de suero. Tras el periodo de deplección, se aisló el RNA celular
para analizarlo por RT-PCR, observando que todas las células presentan una banda con
un tamaño aproximado de 710 pb similar a la observada en corteza renal de riñon sano,
correspondiente al mRNA del receptor AT¿ (figura 21A). Además estudiamos la
presencia de AT2 en situaciones patológicas. En un modelo de nefritis inmune (por
ovoalbúmina) observamos un aumento de la expresión de la ECA renal que da lugar a un
incremento de la síntesis local de Angll, y el tratamiento con iECAs disminuye la
proteinuria sin variar la presión sanguínea. Interesantemente, en estos animales con
nefritis se observó una gran tinción glomerular con el anticuerpo frente al AT2 [30].
Como control positivo utilizamos extracto de mRNA de glándula adrenal donde
previamente se había descrito el AT2 expresado [57].
Mediante inmunohistoquímica, secciones de riñon de rata fueron incubadas con un
anticuerpo policlonal específico frente al receptor AT2, observándose la localización de
éste en el riñon. En animales sanos detectamos tinción positiva para este receptor
localizada principalmente en células epiteliales tubulares, y con menor intensidad a nivel
glomerular (figura 21B). Semejante distribución se encontró en animales con nefritis







CONTROL 1 * . I
- . * ^ ^
' • "* * » " *
*
NE6ATXVO 1
' ' * . " - \ ' ' . -
* * " 1 - — •
 # » '
*
•
FIGURA 21. (A) Análisis de la expresión del receptor AT2 en el riñon. Muestras de RNA total de
corteza renal de rata de un modelo de nefritis inmune por ovoalmumina (OVA), y de células
[glomerulares mesangiales (CM), tubuloepiteliales mininas (MCT) y vasculares (CMLV)], fueron
analizadas por RT-PCR para determinar la expresión del receptor AT2 (710 pb). Como control
negativo se realizó la RT-PCR sin enzima, y como positivo, se utilizó RNA de glándula adrenal. La
figura muestra un experimento representativo de 4 realizados. (B) Localización de los receptores
AT2. La figura muestra mediante inmunohistoquímica la presencia de AT2 en animales control y en
animales con nefritis inmune por OVA. Como control negativo, incubamos las muestras control en
ausencia de anticuerpo primario.
Además en cultivos de células mesangiales y de músculo liso vascular en reposo
(después de la incubación durante 48h con RPMI sin suero), analizamos los niveles de
ios receptores AT¿ por Western blot (figura 22A). Para ello se aislaron los extractos
proteicos citosólicos, se separaron por electroforesis, y se transfirieron a membranas, las
cuales fueron incubadas con un anticuerpo específico para el receptor AT2. En ambas
células se observó una banda de 42 KDa correspondiente al tamaño esperado. Estos
datos fueron confirmados en células vasculares por inmunohistoquímica, observándose







CMLV CM CMLV CM
B
AT2 AT, NEGATIVO
Figura 22. (A) Determinación de los receptores AT\ y AT2. Us células vasculares y mesangiales,
quiescentes, expresan los receptores AT2 (banda de 42 kDa) y AT, (50 kDa). En la figura se muestra
un Westem representativo de tres experimentos realizados. (B) Localización de los receptores AT\ y
AT2. Las células vasculares expresan ambos receptores como se muestra por immunohistoquímica
utilizando anticuerpos policlonales frente a los receptores AT, y AT2. Como control negativo se
incubó las células vasculares en ausencia de anticuerpo primario. Magnificación xlOO.
En conjunto, nuestros resultados confirman la existencia de niveles detectables del
receptor AT, en el riñon [36,38], y además, en células mesangiales, tubulares y
vasculares en cultivo. Estos datos corroboran los anteriormente descritos en células
endoteiiales glomerulares [74], de músculo liso vascular [36] y mesangiales
provenientes de ratas Wistar [35].
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RESULTADOS
2. La Angiotensina I I activa los factores A P I y NF-KB en células tubulares vía
Como ya hemos observado en estudios in vivo, la Angll activa factores de
transcripción en el túbulo renal. Con el objetivo de conocer si los efectos de Angll eran
directos y no debidos a causas hemodinámicas o relacionadas con el aumento de presión
sanguínea, y si nuestros datos de infusión a nivel tubular concordaban con lo que ocurría
¡n vitro, evaluamos como afecta la estimulación directa de Angll en células epiteliales
tubulares (línea celular MCTs). En primer lugar analizamos si la Angll aumenta la
activación del factor de transcripción AP I . Las MCTs en fase de reposo, se incubaron con
Angll (107-104 mol/L) durante 30 o 60 min. Después de tos periodos de incubación se
aislaron las fracciones nucleares y determinamos la actividad de AP-1 mediante ensayos
de unión de las proteínas nucleares al oligonucleótido de A P I marcado
radioactivamente con y-[í2P]-ATP, y análisis por EMSA. Como podemos observar en la
figura 23A, la Angll provocó un aumento en la activación del factor AP-1, de forma
dosis-tiempo dependiente, con un efecto máximo tras 60 min de incubación y a la
concentración de 107 mol/L (4.0 veces vs control, n=4, * p<0.05). Para conocer el
receptor implicado en este proceso, preincubamos las células 30 min con los antagonistas
de los receptores (Losartan y PD123319 para AT^ y AT2, respectivamente) y
posteriormente las estimulamos con Angll (107 mol/L) durante 60 min. Después del
periodo de incubación, aislamos los extractos nucleares y observamos por EMSA que en
MCTs tan sólo el Losartan bloqueó la activación del AP-1 inducida por Angll, mientras
que el antagonista del receptor AT2 no producía efecto inhibitorio (52% y 5% vs Angll
sola, para Losartan y PD123319 respectivamente) (figura 23A).
En segundo lugar nos ocupamos de analizar el efecto de la Angll en la activación del
factor NF-KB en nuestras células tubulares en cultivo. Las MCTs quiescentes, se
incubaron con Angll (107, 109 y lO^mol/L, no mostrados) desde 15 hasta 120 min.
Transcurrido los tiempos de incubación, los extractos nucleares fueron aislados y se
determinó la actividad del NF-KB mediante ensayos de unión de las proteínas nucleares
al oligonucleótido de NF-KB marcado radioactivamente, y análisis por EMSA. En células
tubulares, la Angll activó el NF-KB con una respuesta máxima al cabo de 30 min de
incubación y a la dosis de lO9mol/L (3.1-veces sobre control, n=5, p<0.05) (figura 23B).
Mediante el empleo farmacológico con los antagonistas ATt y AT2 determinamos el
receptor implicado en la activación del NF-KB en estas células. Las células tubulares, en
estado de reposo, fueron preincubadas durante 30 min con los antagonistas de los
receptores ATi (Losartan), y AT2 (PD123319) (rango de dosis 10 5 mol/L a 107mol/L),y
posteriormente se estimularon con 109mo\fL Angll durante 30 min. El Losartan
disminuyó de forma dosis dependiente la activación del NF-KB inducida por Angll,
máximo a 105M (79% vs Angll, n=6, p<0.05), mientras que el PD123319 (105 mol/L)
sólo causó una ligera disminución (35% vs Angll, n=6: Figura 23B).
Estos datos confirman que la Angll activa AP-1 y NF-KB principalmente vía ATj, en
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FIGURA 23. Efecto de la Angll en la activación del AP-1 (A) y NF-K B (B) en células tubuloepiteliales
murinas (MCT). Las MCTs quiescentes, fueron tratadas con 10q mol/L Angll durante distintos
tiempos. Los extractos nucleares se aislaron y se analizó la actividad de AP-1 o NF-KB por EMSA, En
algunos casos, las células fueron preincubadas durante 30 min con Losartan o PD123319, y
posteriormente estimuladas con Angll 10H mol/L durante 60 o 30 min. La especifidad de la
reacción fue establecida utilizando ensayos de competición con un exceso (lOO-veces) de
oligonucleótido no marcado. Las figuras muestran en el panel superior un EMSA representativo, y
en el inferior, el análisis densitométrico de los resultados como unidades arbitrarias de la media ±
EEM de 6 experimentos. *p<0.05 vs control; # p<0,05 vs Angll sola. La posición de los complejos
específicos de AP-l/NF-KB,y del oligonucleótido libre, está indicada.
RESULTADOS
3. Efecto de la Angll en la activación de factores de transcripción en células implicadas
en el daño ttsular:
Previamente se ha demostrado que además de las células tubulares, existían otras
células implicadas en el daño renal como son las células mesangiales y mononucleares
[5,60,62]. Además, las células vasculares tienen un papel fundamental en hipertensión y
enfermedades cardiovasculares [70,71]. En todas estas células se ha demostrado una
activación del factor API inducido por Angll [148,165,187]. Sin embargo, el papel del
NF-KB y los receptores implicados en estos procesos, no han sido totalmente
esclarecidos.
3.1 La Angiotensina II activa el NF-KB en células vasculares, mesangiales glomerulares y
mononucleares vía ATt y AT2.
Las células vasculares en estado de reposo fueron tratadas con Angll (109 mol/L)
durante 30 o 60 min. En otros experimentos, las células fueron preincubadas durante
30 min con los antagonistas ATj (Losarían), y AT2 (PD123319) (rango de dosis 105
mol/L a 10 7mol/L), y posteriormente se estimularon con 10'9 mol/L Angll durante 30
y 60 min. Como podemos ver en la figura 24A, ambos antagonistas bloquearon la
activación del NF-KB inducida por Angll, tanto a los 30 como a los 60 min de
estimulación, aunque la inhibición fue algo mayor a los 30 min. El efecto de ambos
antagonistas fue además dosis dependiente, observándose una máxima respuesta a la
concentración de 10^ mol/L (88% y 84% inhibición vs Angll sola, para Losarían y
PD123319 respectivamente, n = 6, p<0.05). Sin embargo, ninguno de estos
antagonistas por sí mismo afectó significativamente la actividad de NF-KB en células
control (0.94- y 1-veces vs control, respectivamente, n = 6, p=ns) (figura 24B). La
presencia simultánea de ambos antagonistas produjo un efecto inhibitorio aditivo,
disminuyendo los niveles del NF-KB hasta valores controles (96% inhibición vs Angll sola,
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FIGURA 24. La AngH activa NF-KB a través de los receptores AT^ y AT2en células vasculares. (A) Las
células fueron preincubadas 30 min con el antagonista del receptor ATh Losartan (10b mol/L) o
con el del AT^ PD123319 (1O5 mol/L), y posteriormente estimuladas con AngH (10* mol/L)
durante 30 o 60 min. (B) Las células fueron pretratadas durante 30 min con Losartan o PD123319
solos (10s a 10 ' mol/L) o en combinación (1011 mol/L), y posteriormente estimuladas con Angll
(10^ mol/L) durante 60 min. Ambos antagonistas no tuvieron efecto alguno a la dosis áe 105
mol/L en la actividad de NF-vB en células control. En A y B, las figuras muestran en la parte
superior los experimentos representativos de 7-10 EMSAs diferentes realizados. Los valores de las
medias ± EEM obtenidos por análisis densitométricos, están mostrados en la parte inferior. *p<0.05
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Figura 25. (A) Un agonista de! receptor AT¿ activa NF-KB. Las células vasculares se incubaron con p
aminofenilalanina('-AngII (pNHzFAII) (10 a 1 0 " mol/L) durante 60 min. (B) Otro antagonista del
receptor AT2 bloquea la activación de NF-KB inducida por Angll. Las células vasculares se incubaron
con GCP42112 (105 mol/L) sólo o con Losartan (10" mol/L) durante 60 min, y posteriormente con
Angll (10 ' mol/L). La Angll activa NF-tcB a través de los receptores AT, y AT? en células mesangiales
glomerulares (C) y mononucleares (D). Ambos tipos celulares fueron pretratados con Losartan o
PD123319 y posteriormente con Angll (107 mol/L). Ni Losartan ni PD123319 solos tuvieron
efecto en células control. Para el control negativo se realizó el EMSA sin extracto nuclear. En todos
los casos, en la parte superior se muestra un gel representativo, y en la inferior, al análisis
densitométrico de la media ± EEM. *p<0.05 vs control y #p<0.05 vs Angll.
RESULTADOS
Para confirmar el subtipo de receptor asociado a la activación del NF-KB empleamos
un agonista de los receptores AT2, el p-aminofenilalaninab-AngII (p-NH;FAII) [33]. En
células vasculares, el tratamiento con p-NH2FAII (107 mol/L-10 nmol/L) durante 60 min
activó el NF-KB de manera dosis dependiente (figura 25A), con una respuesta máxima a
la dosis de 10* mol/L y con intensidad comparable a la Angll (5-veces, n=3, p<0.05).
También se realizaron experimentos con el CGP42112 (ácido Tyr-(N-benciloxicarbonil-
Arg)lis-His-Pro-Ile-OH nicotínico), que tiene afinidad por el receptor AT2 [35]. Este
compuesto presentó propiedades agonistas del AT2 al activar el NF-KB (máxima a 105
mol/L; 4.5-veces, n = 4, p=0.05), pero además se comportó como antagonista al bloquear
parcialmente el efecto de la Angll (82% inhibición vs Angll sota, n=4, p<0.05). El
GCP42112 en combinación con el Losarían disminuyó la activación de NF-KB a niveles
controles (figura 25B).
En células mesangiales la presencia en el medio de cultivo de los antagonistas
Losarían o de PD123319 provocó igualmente una inhibición de la activación del NF-KB
inducida por Angll (54% y 60 % inhibición, respectivamente) (figura 25C). Por otro
lado, se ha demostrado en estudios previos que en células mononucleares humanas la
Angll regula NF-tcB [168] y que estas células poseen todas los componentes del SRA,
incluyendo los receptores AT, y AT2 [189]. Así, en monocitos (línea celular U937), el
pretratamiento con antagonistas AT^ o AT2(10s a 108 mol/L) disminuyó de forma dosis
dependiente la actividad NF-KB inducida por la Angll (63% y 65% inhibición para
Losarían y PD123319, respectivamente) (figura 25D).
En conjunto, estos datos sugieren que en células de músculo liso vascular,
mesangiales glomerulares y mononucleares, la Angll activa NF-KB a través de ambos
receptores ATi y AT2, en nuestras condiciones de cultivo.
3.1.1 Papel del receptor AT} en la activación de NF-KB. Estudio en células deficientes
del receptor AT¡.
Para confirmar el papel del receptor AT2 en la activación del NF-KB se emplearon
cultivos primarios de células mesangiales y vasculares provenientes de ratones
deficientes del gen del receptor AT ld (AT^-/-))- Existen dos isoformas del receptor AT¡
(ATU y AT ib) que son codificadas por dos genes diferentes en ratón y rata. Sin
embargo, en riñon y vaso, así como en células mesangiales y vasculares, la isoforma
AT1A es la predominante [190]. En células mesangiales AT,(-/-) evaluamos en primer
lugar la existencia de los receptores AT2. En estado de reposo celular realizamos
ensayos de RT-PCRy Western blot, detectando la banda correspondiente al AT2 (figura
26). Además, como control de las células AT,(-/-) realizamos ensayos de RT-PCR no
observando banda para el receptor AT, (no mostrado).
RESULTADOS
Células mesangiales
de ratón AT, ( - / -)
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Figura 26. Determinación de los receptores AT2 en células mesangiales AT^ ' /O. (A) Extractos de
RNIA de células deficientes del AT, fueron analizados por RT-PCR. (B) Extractos de proteínas
totales de células ATL (-/-) fueron estudiadas por Western con un anticuerpo específico para el
receptor AT2. En ambas figuras se indica la posición de la banda correspondiente al receptor
AT2> demostrando la presencia de este receptor en células mesangiales.
Una vez que estudiamos la expresión y síntesis del receptor AT2 en células
mesangiales AT, (-/-), evaluamos el papel de este receptor en la patogenia del daño
tisular, analizando su involucración en el proceso de activación de NF-KB inducido por
Angll. Las células vasculares ATj (-/-) en reposo fueron estimuladas con Angll (107 y
109 mol/1), desde 15 a 120 min. En estas células, la Angll activó el NF-KB pasados los 15
min, alcanzando valores máximos tras 60 min, y decreciendo a los 120 min de
estimulación. La dosis más efectiva fue la de 10 r mol/1 (3.7 veces vs control, n=4,
p<0.05), con una intensidad similar a la del TNF-u e IL-lp (figura 27A). En células
vasculares de fenotipo salvaje, la Angll también aumentó los niveles de NF-KB con una
cinética similar a las ATj (-/-), máxima a 107 mol/1, y tras 60 min de incubación (4.8
veces vs control, n = 3, p<0.05) (figura 27B).
Además, para asegurarnos del receptor implicado en la ruta AngII-NF-K-B en ratón,
preincubamos 60 min las células vasculares de fenotipo salvaje con antagonistas de los
receptores A ^ y AT2 (Losarían y PD123319, respectivamente), y luego estimulamos
con Angll (107 mol/1) durante 60 min. Al igual que sucedía en células vasculares de
rata, ambos antagonistas disminuyeron parcialmente la activación de NF-KB inducido
por Angll (figura 27B), Similares resultados fueron observados en células mesangiales
de ratones de fenotipo salvaje y AT^-/-), salvo que en este caso la máxima activación de
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Figura 27. Activación de NF-KB inducido por Angll en células vasculares de ratón. (A) Las células
vasculares AT¡(-/-) fueron incubadas con Angll (107 mol/1) desde 15 a 120 min. Como control
positivo se utilizaron las citoquinas TNF-a e IL-ip (100 U/mL), y como control negativo, oligo NF-
KB sin marcar. (B) Las células vasculares obtenidas de ratones de fenotipo salvaje fueron
incubadas con Angll o previamente tratadas además 60 min con los antagonistas de los
receptores A T Í y AT2. En todos los casos se aislaron las fracciones nucleares para ser analizadas
por EMSA. En la parte superior de la figura se muestra un EMSA representativo de 3 realizados, y
en la parte inferior, el análisis densitométrico de la media de los ensayos.
Estos resultados sugieren que la activación de NF-KB por Angll está mediada por
ambos receptores ATj y AT2, en células vasculares y mesangiales de rata y ratón.
Comparando los resultados de células AT^-/-) y fenotipo salvaje observamos como se
produce un mayor aumento de activación del NF-KB en las de fenotipo salvaje, por lo
que podemos deducir que aunque el receptor ATX es el principal en la activación del
factor NF-KB inducido por Angll, el AT2 también juega un papel activo en este proceso.
Nuevamente demostramos la presencia de los receptores AT2 en células mesangiales y
vasculares, así como su importancia en procesos de activación de factores de
transcripción (NF-KB) inducidos por Angll.
RESULTADOS
4. Estudio de los mecanismos moleculares asociados a la activación del NF-KB inducido
por la Angll en células vasculares:
Con el objetivo de conocer los mecanismos de señalización intracelulares
implicados en la activación de NF-KB inducido por Angll, estudiamos la composición de!
complejo de NF-KB activado, el papel de la subunidad inhibitoria del NF-KB y los
segundos mensajeros (radicales de oxígeno, tirosin-quinasas, ceramidas) que intervienen
en el proceso de activación en células vasculares:
4.1 La Angll induce la translocación del heterodímero p5O/p65 al núcleo.
El factor NF-KB está compuesto por una serie de proteínas pertenecientes a la
familia Reí (subunidades p50, p65, c-rel), específicas para cada tipo celular y que son
capaces de unirse a otras proteínas denominadas IKB [144,192]. Para determinar la
composición del complejo NF-KB activado por Angll en células vasculares, realizamos
ensayos de super-retardo, inmunofluorescencia y Western blot utilizando anticuerpos
específicos frente a las subunidades.
Para los ensayos de super-retardo se utilizaron extractos nucleares obtenidos a
partir de células vasculares tratadas con 109 mol/L Angll durante l h (máxima
activación de NF-KB en células vasculares). El ensayo de unión se realizó mediante la
preincubación con los anticuerpos frente a las subunidades del NF-KB; p5O, p65 y c-Rel,
analizando los complejos mediante electroforesis (ver métodos). La presencia de los
anticuerpos anti-p5O y anti-p65 permitió observar una banda de superretardo para




























FIGURA 28. Caracterización de los complejos de NF-KB inducidos por Angll. Los extractos
nucleares de células vasculares tratadas con Angll ( l h a 109 mol/L) fueron preincubados con
anticuerpos frente a las subunidades de NF-KB; p50, p65 y c-Rel, y posterior análisis por EMSA.
Las bandas de superretardo se observaron sólo con anticuerpos anti-p5O y anti-p65. A la
derecha se muestra una mayor exposición del gel. La posición de los complejos de NF-KB y del
oligonucleótido libre, está indicada. La figura muestra un EMSA representativo de cinco
realizados.
RESULTADOS
Mediante inmunohistoquímica estudiamos la localización intracelular de las
subunidades p50y p65. En células vasculares en estado de reposo, la tinción para ambos
anticuerpos se localizó en el citosol. En respuesta a la estimulación durante l h con
lO^mol/L Angll se observó un aumento de la intensidad de fluorescencia nuclear,
correspondiendo a la translocación de ambas subunidades p50 y p65 al núcleo (figura
29).
FIGURA 29. Localización de las subunidades de NFKB. En células vasculares control se detectó un
mareaje citosólico difuso con los anticuerpos anti-p5O y anti-p65. Cuando las células fueron
tratadas con Angll (109 mol/D durante una hora, se observó una intensa fluorescencia nuclear
para ambos anticuerpos, indicando la translocación de las subunidades p50 y p65 al núcleo.
Además estudiamos la composición del NF-KB activado mediante Western blot de
los extractos nucleares. En células vasculares estimuladas con Angll existió un aumento
en los niveles nucleares de p50, máximo a la dosis de lO^mol/Ly a los 60 min (3-veces,
n=3, p<0.05) (figura 30). La subunidad p65 es la responsable de la capacidad
transcripciona) del NF-KB [143]. En las células en fase de reposo, los niveles de p65 en
los extractos nucleares son apenas detectables. La estimulación con Angll (lO^mol/L)
durante lh incrementó la intensidad de la banda correspondiente a 65 kDa, lo que
sugiere un aumento de la subunidad p65 nuclear (8-veces, r\=3, p<0.05) (figura 30).
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RESULTADOS
En otros puntos del experimento observamos como la estimulación con el agonista
del receptor AT2> pNH2FAII, (10" mol/L) durante 60 min aumentó los niveles nucleares
de p50 y p65, máximo a 1CV mol/L y con una intensidad similar a la Angll (2-y 5-veces,
respectivamente, n=3, p<0.05) (figura 30). Similares resultados fueron obtenidos en
células mesangiales en cultivo (datos no mostrados).
FIGURA 30. Niveles nucleares de p50y p65. Las células vasculares fueron incubadas con Angll (10 :
o 10' mol/L) y pNH2FAII (10' mol/L) durante 60 min. Los extractos nucleares fvieron aislados y
analizados por Western blot. En la parte superior de la figura, se muestra un experimento
representativo de tres con comparables resultados, y en la inferior, el análisis densitométrico de la
media, *p<0.05 vs control. Las barras blancas y negras representan p50y p65, respectivamente.
En resumen, en células vasculares y mesangiales la estimulación con Angll
induce la translocación al núcleo del complejo de NF-KB formado por las subunidades
p50y p65, a través de ambos receptores AT, y AT2.
4.2 La Angll induce la degradación de la subunidad inhibitoria IKB citosólica
La activación del NF-KB ocurre tras la disociación citosólica de la subunidad IKB
del complejo p5O/p65, al ser fosforilado en un residuo de serina [191,192] y
posteriormente degradarse por las enzimas del proteosoma. Para correlacionar los
niveles de degradación de IKB con los de activación de NF-KB, evaluamos el efecto de la
estimulación de Angll en los niveles citosólicos de IKB (IKBU e IKB[Í) en células vasculares.
RESULTADOS
Las células vasculares fueron incubadas con 10" mol/L Angll desde 30 min hasta
2h, se aislaron las fracciones citosólicas y se analizó la proteína IKBOC por Western blot.
En células sin estimular, observamos una banda de alrededor de 39 KDa
correspondiente al peso molecular del IicBa. Como podemos ver en la figura 31A, la
Angll provocó la desaparición de esta banda de forma rápida y transitoria, máxima al
cabo de l h , to que sugiere una degradación del IKBU citosólico. Este efecto se
correlacionó con la máxima activación del NF-KB y con la translocación de las
subunidades p50 y p65 al núcleo. Al cabo de 2h se observó una reaparición de la
banda, indicando una resíntesis de kBct. La subunidad ItcBp se localizó con un peso de
alrededor de 41 KDa, pero sin embargo, la Angll no modificó en estas células sus
niveles citosólicos a los tiempos estudiados (figura 31A). En otros ensayos, cuando las
células fueron pretratadas con los antagonistas AT, o AT, se observó una inhibición de la
degradación del IKBCX inducida por Angll, lo que sugiere que ambos receptores participan
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FIGURA 31 . (A) Efecto de la Angll en los niveles citosólicos de IKB (a y p). Las células vasculares
fueron tratadas con Angll 10"• mol/L durante diferentes tiempos. En el caso de kBa (39 kDa), se
observó una rápida degradación seguida de resíntesis, mientras que para IvBp (peso aparente de 41
Kda) no se detectó modificación alguna, con respecto a los niveles proteicos básales. Los extractos
cilühólicos fueron separados por electroforesis en condiciones desnaturalizantes, incubados con
anticuerpos anti-IvBa o anti-IicBfi y visualizados por quimioluminiscencia (Western). La tinción con
S. Ponceau muestra igual carga y transferencia de las muestras. Los resultados son representativos
de tres experimentos realizados. (B) Papel de los receptores ATt y AT7 en los niveles de IicBa Las
células vasculares fueron preincubadas durante 60 min con Losarían (10* mol/L) o PD123319 (10
5
 mol/L), y posteriormente estimuladas con Angll 10 9 mol/L durante 60 min. En otros puntos del
ensayo, las células se incubaron sólo con Losarían y PD123319. En el panel superior la figura se
muestra un experimento de Westem representativo de cuatro realizados, y en el panel inferior, se
muestran los valores de las medias ± EEM. *p<0.05 vs control.
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4.2.1 Estudio de los niveles de hBa en células de ratón AT, (-/-). Papel del AT¿.
Con el fin de conocer la participación exacta del AT2 en la degradación de KB,
realizamos experimentos en células de ratones AT,(-/-)- Las células se estimularon
durante 30, 60 y 120 min con Angll (lO^mol/L). Además, en otros experimentos se
pretrataron tas células con el antagonista del receptor AT2, PD123319. Transcurridos
todos los tiempos de incubación se aislaron las fracciones citosólicas para analizarlas
por Western blot y evaluar los niveles de IKBU con un anticuerpo específico frente a
esta subunidad.
La Angll, pasados 30 min de la estimulación, provocó también una rápida
degradación de IK-BU citosólico, correlacionándose con el máximo aumento de actividad
de NF-KB en células mesangiales. Después de una hora, se recobraron los niveles básales
de Ik-Bct, indicando la resíntesis de la subunidad. Además, el pretratamiento con el
antagonista del AT2, PD123319, inhibió la degradación de IKBO inducido por Angll






















Figura 32. Regulación de IKBO por Angll en células deficientes del receptor AT,. Las células
mesangiales ATj(-/O fueron estimuladas con Angll (10s mol/L) desde 30 hasta 120 min. En
otros puntos, las células se pretrataron con el antagonista del receptor AT2 (PD123319, 60
min), y posteriormente se incubaron con Angll durante 30 min adicionales. En todos los casos
se aislaron las fracciones citosólicas y se analizaron por Western blot frente a un anticuerpo
específico de ItcBa. En la figura podemos observar en la parte superior un Western
representativo de 3 realizados, y en la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de la
media de los experimentos.
Resultados similares observamos en células vasculares ATjC-/-), donde la
degradación de IKBCL comenzó tras 60 min de estimulación y el PD123319 también
inhibió esta degradación (datos no mostrados). Estos datos ratifican que en células
mesangiaiesy vasculares, además del receptor AT], el AT2 participa activamente en la
degradación de IKBCX (y en la activación de NJF-KB) inducido por Angll.
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4.3 Mediadores implicados en la ruta AngII/NF-tcB. Divergencia entre los receptores AT,
yAT2.
Con el fin de discernir entre los diferentes mecanismos intracelulares de activación
de NF-KB inducido por Angll a través de los dos receptores AT, y AT2, investigamos el
papel de diversas proteina quinasas y fosfatasas, radicales de oxígeno y ceramidas,
posiblemente implicados en estos procesos.
4.3.1 Papel de la Proteína Kinasa C (PKC):
Entre los mecanismos de regulación de NF-KB se ha implicado a la proteína quinasa
C (PKC) [187]. Se ha demostrado previamente que la Angll, a través de los receptores
AT, activa diferentes quinasas, incluida la PKC y la fosfotirosina quinasa (PTK)
[28,29,35,193].
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FIGURA 33. Mecanismos moleculares de la activación de NF-KB inducida por Angll. Las células
vasculares fueron preincubadas durante una hora con distintos inhibidores y después estimuladas
con 109 mol/L Angll o pNHjFAII durante una hora: (A) Inhibidores de la PKC: H-7 (105 mol/L) y
BIP (10T mol/L). El PMA (10 ' mol/L) se utilizó como control positivo de la PKC. (B) Inhibidores de
la PTK: genisteina (ÍO^-IO7 mol/L). En la parte superior se muestra un gel representativo y en la




El papel de la PKC sobre el NF-KB parece ser dependiente del tipo celular o estímulo
estudiado, ya que participa en la acción del H2O2 en células endoteliales [187], pero no
tiene efecto por ejemplo con el TNF-a y la IL-1& [194], En nuestros ensayos,
preincubamos las células vasculares durante l h con dos inhibidores específicos de la
PKC; H-7 (105 mol/L) y bisindolilmaleimida (BIP) (10 7 mol/L), y posteriormente las
estimulamos durante l h con 10** mol/L Angll o pNH2FAII (agonista del receptor AT2).
Ni H7 ni BIP afectaron a la activación del NF-KB inducida por estos péptidos (figura
33A), sugiriendo que en células vasculares, la Angll activa este factor de transcripción
por un mecanismo independiente de la PKC. Como control del experimento se evaluó el
efecto de estos inhibidores (H7 y BIP) sobre un conocido inductor de la activación de la
PKC, el éster de forbol PMA. Como muestra la figura 33A, la activación del NF-KB
inducida por el PMA fue bloqueada por ambos inhibidores. El tratamiento de H7 y BIP
solos en células control no provocó efecto alguno.
4.3.2 Papel de las Proteínas Tirosina-quinasas (PTK):
Por otro lado, las células vasculares fueron preincubadas con varios inhibidores de
la PTK (genisteina, erbstatina y herbimicina A). La genisteina inhibió la activación del
NF-KB inducida por la Angll (95% inhibición vs Angll, n=4, p<0.05) (figura 33B), y no
tuvo ningún efecto en células control. Resultados similares se observaron con los otros
inhibidores de PTK (no mostrados). Por el contrario, los inhibidores de la PTK no
tuvieron efecto en la activación del NF-KB inducida por el agonista AT2 (pNH2FAII). Estos
resultados sugieren que la activación de fosfotirosina quinasas podría estar implicada en
la respuesta de NF-KB vía AT b y no a través del AT2.
4.3.3 Papel de los antioxidantes:
ün mecanismo potencial de la activación del NF-KB es la reducción del estrés
oxidativo [195]. En células vasculares hemos observado que la preincubación (1 hora)
con dos antioxidantes, superoxidodismutasa (SOD) (10 g/L) y catalasa (rango 0.1-1.0
g/L), abolió la activación del NF-KB inducida por Angll y por pNH2FAII (figura 34A).
Ninguno de los antioxidantes provocó efecto en células control. Estos datos sugieren la
posible participación de radicales de oxígeno en la activación de NF-KB inducido por
Angll, tanto a través de AT! como por AT2.
Además, en varias líneas celulares se ha demostrado que el antioxidante pirrolidina
ditiocarbamato (PDTC) bloquea la activación de NF-KB inducida por citoquinasy esteres
de forbol [174,175,196]. En células vasculares hemos observado que la preincubación
con PDTC (10"4 mol/L) durante l h abolió la activación del NF-KB inducida por Angll o
pNH2FAII. Resultados similares fueron observados para otro inhibidor del NF-KB, el
MG132, el cual inhibe la degradación de la subunidad IKB por el proteosoma (figura
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Figura 34. (A) Efecto en la activación de MF-KB del tratamiento con antioxidantes: SOD (10 g/L) y
catalasa (0.1 to 1 g/L). (B) Inhibidores de NF-KB: PDTC (10* mol/L) y MG132 (10s mol/L). (C)
Inhibidor de la producción de ceramidas: FB! (10s -10 f i mol/L). En todos ¡os caso se pretrató 60
min, y se estimuló posteriormente con Angll o pNH2FAII (10 ' mol/L) una hora. Las figuras
muestran un EMSA representativo de tres realizados. Los valores de las medias ± EEM obtenidos
por análisis densitométrico se muestran en los paneles inferiores. *p<0.05 vs control; tp<0.05 vs
Angll; *p<0.05 vs pNH.FAII.
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4.3.4 Papel de las Proteínas Fosfatasas (PP2A):
Se ha demostrado que el receptor AT, está asociado a la activación de
fosfotirosina fosfatasa-2A (PP2A), [28], por lo que también intentamos evaluar el papel
de la PP2A en este proceso. Sin embargo, el tratamiento de células vasculares con ácido
okadaico, un inhibidor de fosfatasas, activó el NF-KB (datos no mostrados), como se ha
descrito en otras células [197], por lo que no podemos profundizar en el conocimiento
de estos segundos mensajeros.
4.3.5 Papel de las Ceramidas:
Finalmente, otro posible mecanismo de señalización en la activación del NF-KB
implica la producción de ceramidas [193]. Previamente se ha demostrado que la
activación del receptor AT2 provocó la síntesis de ceramidas. En nuestros ensayos,
pretratamos las células vasculares durante l h con fumonisina B1 (FBj: W -10* mol/L),
un inhibidor de la síntesis de ceramidas. Después fueron incubadas con Angll o
pNH2FAII (107mol/l) durante una hora. Como podemos ver en la figura 34C, la FBj
inhibió la activación del NF-KB inducida por Angll y pNH2FAII, sugiriendo que las
ceramidas podrían ser principalmente mediadores de la acción de la Angll a través del
AT2 en la activación de NF-KB.
5. Efecto de la Angll en la transcripción génica mediada por NF-KB.
A continuación evaluamos si el aumento de la activación de NF-KB por Angll, se
traducía posteriormente en sobreexpresión de genes involucrados en el daño tisular.
Además, para investigar el tipo de receptor de Angll, AT^ y/o AT2, que media la
expresión génica regulada por NF-KB, se realizaron dos estrategias diferentes:
transfecciones transitorias con un plásmido reportero, que contiene en su promotor
sitios de unión para el NF-KB, y análisis de la expresión de genes regulados por el NF-KB
que contienen sitios de unión para el este factor en sus secuencias promotoras.
5.1 Transcripción génica dependiente de NF-KB; Ensayos de Transfección:
Inicialmente determinamos si el aumento de los niveles de NF-KB nuclear por
Angll se correspondían con un incremento de la actividad transcripcional dependiente
de NF-KB. Con el fin de conocer si la Angll podría aumentar la actividad transcripcional
de genes bajo el control del promotor NF-KB, empleamos un plásmido que contiene
c\nco copias de la secuencia de unión al NF-KB en su promotor asociado a luciferasa
(NF-KB/IUC). Las células vasculares quiescentes se cotransfectaron con NF-KB/lucy TK-
renila (control interno), mediante transfección génica por el método balístico [58].
Posteriormente, se mantuvieron en un medio sin suero durante 24h, se estimularon
con Angll, pNH2FAII (107 mol/L) o PMA (10 7 mol/L, como control positivo) durante
otras 24h y se midió la actividad luciferasa.
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FIGURA 35. Ensayo de Transfección para NF-KB en células vasculares. Las células quiescentes se
transfectaron con el gen reportero NF-KB/IUC, se mantuvieron en medio sin suero (24h) y se
estimularon con Angll, PMA o pNH2FAII (10 7 mol/L) durante 24h. En algunos puntos, las células se
preincubaron con Losartan y lo PD123319 (10s mol/L). Los datos están expresados como
incrementos de n-veces vs control y corregidos por los valores de renila. La figura muestra las
medias ± EEM de cuatro ensayos realizados por triplicado. *p<0.05 vs control; fp<0.05 vs Angll.
La Angll incrementó la expresión del plásmido NF-KB/IUC (6-veces vs control, n=5,
p<0.05) con una respuesta similar al PMA. No se observó actividad en el plásmido
control (no mostrado). El agonista AT2, pNH2FAII, también aumentó la actividad
luciferasa (3.7-veces, p<0.05; figura 35). Cuando las células fueron pretratadas con los
antagonistas ATt o AT2 (Losartan o PD123319, respectivamente) se observó una
disminución parcial en el efecto inducido por la Angll en la transcripción mediada por
NF-KB, que fue total cuando ambos antagonistas se añadieron juntos (figura 35; 95%
inhibición vs Angll sola, n=4, p<0.05). Interesantemente, el efecto inhibitorio del
antagonista AT: fue mayor que el del AT2, lo que sugiere que aunque la Angll aumenta la
transcripción dependiente de NF-KB a través de los receptores ATX o AT2)la ruta A7VNJF-
KB parece ser más activa.
5.2 Análisis de la expresión génica por Northern btoty RT-PCR:
Con el objetivo de desvelar el papel de los receptores de Angll en la regulación de
genes controlados por NF-KB, estudiamos en células vasculares el efecto de la Angll en
la expresión génica de MCP-1 (por Northern blot),y Angiotensinógeno (por RT-PCR).
5.2.1 Efecto de la AngJI en la expresión de MCP-1. Mecanismos y receptores
implicados:
Las células vasculares se incubaron con Angll (6h), se aisló el RNIA celular para
separarlo eiectroforéticamente y se transfirió a membranas, las cuales se hibrtdaron con
una sonda de MCP-1 de rata o con GAPDH. Las células vasculares quiescentes
presentaron niveles básales de expresión de MCP-1 con un peso de 0.8 Kb. Sin
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embargo, la estimulación con Angll aumentó los niveles del mRNA de MCP-1 a las 6h
(107 mol/L; 5-veces vs control, n=5, p<0.05)1 como se había demostrado previamente
[70]. El pretratamiento de las células vasculares con el antagonista ATÍ (Losarían) causó
una disminución significativa de la expresión de MCP-1 inducida por Angll, mientras que
el antagonista AT2 (PD123319) provocó sólo una ligera reducción (78% y 26% vs Angll
sola, respectivamente). El agonista AT2(pNH2FAII) también aumentó el mRNA de MCP 1,
pero en menor medida que la Angll (2.1 veces vs control) (figura 36B). Estos datos
sugieren que la inducción de la expresión de MCP-1 por Angll se produce principalmente
vía ATY El factor de transcripción NF-KB está involucrado en la activación de la
expresión del MCP-1 inducido por IL-1&, TNFu y esteres de forbol [70,71,192], Como
ya hemos visto anteriormente, un mecanismo potencial de inhibición de la activación
de NF-KB es mediante el bloqueo de la degradación del proteosoma, o a través de la
reducción por estrés oxidativo. El pretratamiento con inhibidores de la activación de
NF-K-B como el MG132 (figura 36B) y el PDTC (no mostrado), disminuyen la
sobreexpresión de MCP-1 inducida por Angll, y en menor medida por el pNH2FAII.
Estos datos demuestran que el aumento de la expresión de MCP-1 (principalmente a
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Figura 36. (A) La Angll induce la expresión de MCP-1 vía AT, en células vasculares. Las células
quiescentes fueron tratadas con Angll (10 ' mol/L) o con el agonista del receptor AT2 (pNH2FAIl)
durante 6h. En otros ensayos, las células fueron pretratadas durante 60 min con Losartan o
PD1233l9,y posteriormente estimuladas con Angll 107mol/L durante 6h. El TNF-a (100 U/mL)
fue utilizado como control positivo. (B) Papel del NFKB en la sobreexpresión de MCP-1 inducida por
Angll. Efecto del pretratamiento con el inhibidor de NF-KB (MG132; 105mol/L) en la expresión del
mRNA del MCP-1 inducido por Angll o por pNH;FAII. Después de todos los tratamientos, se aisló el
RNA celular y la expresión de MCP-1 (panel superior) y de su correspondiente control interno, la
GADPH (medio), fue determinada por Northem blot. Los valores de las medias ± EEM obtenidos por
análisis densitométrico se muestran en el panel inferior. *p<0.05 vs control; tp<0.05 vs Angll;
ttp<O.O5vspNH2FAII.
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5.2.2 Efecto de la Angll en la expresión de Angiotensinógeno (Ao):
Como se ha comentado en la Introducción, el Ao es el precursor del sistema SRA y
mediante diversas degradaciones enzimáticas se transforma en Angll. Por RT-PCR hemos
observado niveles básales de tnRNA del Ao en células vasculares. Tras la incubación con
Angll, estos niveles de Ao incrementaron, de forma máxima transcurridas 6 horas de
incubación (7 veces vs control) (figura 37). Además, sólo el pretratamiento con el
antagonista ATj (Losarían), disminuyó estos valores hasta niveles básales, por lo que
podríamos deducir que la principal vía de sobreexpresión de Ao por Angll en células
























Figura 37. La Angll incrementó la expresión génica de Angiotensinógeno a través de los receptores
ATj. Las células vasculares expresaron constitutivamente mRNA del angiotensinógeno (Ao). Este
gen aumentó su expresión por la incubación (6h) con Angll (10 ' mol/L), como se muestra por
RT-PCR. En otros puntos del experimento, las células fueron pre-estimuladas durante 60 min con
Losarían o PD123319, y posteriormente con Angll 107mol/L. La figura muestra un experimento
representativo de RT-PCR de dos realizados; la GAPDH fue utilizada como control interno. En la
parte inferior podemos observar el análisis densitométrico de la media. *p<0.05 vs control;
+p<0.05 vs Angll.
Podemos concluir que la Angll, principalmente vía receptores ATt, es capaz de
regular la expresión de genes importantes en el daño tisular. Muchos de ellos están
ligados a la activación de NF-KB, como el Ao y MCP-1.
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• El segundo objetivo principal de esta Tesis ha sido estudiar si otros péptidos del SRA,
como la AnglII, AnglV o Ang(l-7), son capaces de estimular la activación del factor NF-
KB, el cual hemos demostrado que es capaz de controlar la expresión de genes
implicados en procesos de daño tisular. Algunas acciones atribuidas en un principio a la
Angll, son debidas a la actividad de estos péptidos. Así, la liberación de aldosterona,
depende de la conversión de Angll en AnglII, y la producción del PAI-1, recientemente
se ha atribuido a la acción de la AnglV a través de un receptor específico y diferente de
los ATj y AT2 [31]. Por su parte la Ang(l-7) se postula que puede unir a otros
receptores y provocar acciones beneficiosas que contrarestan las provocadas por los
demás péptidos [32].
En células mononucleares, la activación de NF-KB fue inducida por la incubación
con los diferentes péptidos del SRA. Como podemos observar en la figura 38, todos los
péptidos del SRA con actividad biológica (ver Introducción) estimularon la activación de
NF-KB (a la dosis de 107 mol/L y tras una hora de incubación). Similares resultados














Figura 38. Activación de NF-KB inducido por péptidos del SRA en células monocíticas. Otros
péptidos del SRA además de la Angll son capaces de inducir la activación del factor NF-KB; Anglll,
AngIVy Ang(l-7); 107 mol/L.
ESTUDIO DEL PRODUCTO DE DEGRADACIÓN DEL SRA; LA ANG I I I , EN EL DAÑO
RENAL:
De todos estos péptidos del SRA, elegimos a la AnglII debido a que se ha
demostrado recientemente que puede poseer un importante papel en procesos de
daño tisular, y es capaz de imitar las acciones de la Angll. Además, en situaciones de
daño renal se ha demostrado un aumento de los niveles de Angll y de la actividad y
expresión de la APA; enzima encargada de la degradación de Angll en AnglII [17,114].
Es posible por tanto encontrar niveles incrementados de AnglII en estos procesos.
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Además, se ha observado que la AnglII está implicada en procesos de proteinuria
durante el daño renal [198].
6. Efecto de la AnglII en células mesangiales.
Como hemos observado anteriormente, la AnglII activó NF-KB de modo similar
a la Angll, por lo que nuestro siguiente objetivo fue conocer los mecanismos
implicados en esta activación, y si la AnglII controla la expresión y síntesis de
determinados genes implicados en el daño renal.
6.1 Dosis-tiempo dependencia de la activación de NF-KB inducida por AnglII. Papel
de los receptores AT¡ y AT,.
Las células mpsangiales en reposo fueron incubadas con AnglII o Angll (10 7-
10 9 mol/L) durante 30, 60 y 120 min. Transcurridos los tiempos de estimulación,
obtuvimos los extractos nucleares para analizarlos por EMSA. Como se puede ver en
la figura 39, la AnglII en células mesangiales induce un aumento de la activación de
NF-KB, con un máximo de activación a ia dosis de 109 mol/L y tras una hora de
incubación, de modo similar al efecto producido por la Angll (3.9 y 3.7-veces vs
basal, AnglII y Angll respectivamente; n = 6, p<0.05).
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Figura 39. La AnglII activa de modo dosis-tiempo dependiente al factor NF-KB. Las células
mesangiales se estimularon durante 30, 60 o 120 min con AnglII o Angll (107 o 10H mol/L). La
especificidad de la reacción fue establecida utilizando ensayos de competición con un exceso
(100-veces) de NF-kB no marcado. Como control positivo se utilizó el TNF-u, y negativo, un
punto sin extracto nuclear. A la derecha se muestra el análisis de los resultados expresados
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Figura 4O. Papel de los receptores AT, y AT2 en la activación de NF-KB inducida por Anglll en
células mesangiales. Las células fueron preincubadas durante lh con los antagonistas ATt
(Losartan) y/o AT, (PD123319) (10' a 10' mol/L), y luego estimuladas con 107 mol/L Anglll
durante 30 min. La figura muestra un experimento representativo de 4-6 realizados. A la
derecha se muestra el análisis de los resultados expresados como incremento de n-veces frente
control en unidades arbitrarias de densitrometrado de la media ± EEM de 4-6 experimentos.
*p<0.05 vs control; # p<0.05 vs Angll sola; t p<0.05 vs Anglll sola; @p=n.s. vs control.
En otros puntos, las células mesangiales se pretrataron con el antagonista ATj
(Losartan; 105 a 108mol/L) y/o con el AT2 (PD123319; 10"3 a 107 mol/L) durante 1
hora, y después se estimularon con Angll l (10 7 mol/L) durante un tiempo adicional de
30 min. El Losartan disminuyó, de modo dosis dependiente la activación de NF-KB
inducida por Angll l, máximo a 105 mol/L (62% inhibición vs Angll l , n= 6). El
PD123319 también disminuyó de modo dosis dependiente la activación de NF-KB
inducida por Angll l, siendo máximo a 1 0 ' mol/L (86% inhibición vs Angll l, n= 6)
(figura 40). Cuando se trataron estas células con los dos antagonistas a la vez, la
activación de NF-KB fue abolida por completo. Resultados similares se observaron en el
caso de células mononucleares y vasculares, donde la Angll l activó NF-KB a través de
ambos receptores, predominantemente vía AT2 (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que, en células mesangiales, monocíticas y vasculares, la activación de NF-KB
inducida por Angll l está mediada, al igual que la Angll, por ambos receptores ATi y
AT2, aunque probablemente la Anglll utiliza preferentemente el AT2.
76
RESULTADOS
6.1.1 Estudio del efecto de la AnglII en la activación de NF-KB en células AT,(-/-):
Con el fin de confirmar la importancia del receptor AT2 en la activación de NF-KB
inducido por AnglII, realizamos ensayos de EMSA en células mesangiales de ratones
AT](-/-). En estas células, la AnglII y la Angll causaron un incremento en la activación
de NF-KB tras 30 y 60 min de incubación y disminuyendo al cabo de los 120 min (3.3-
y 2.6- veces vs basal, AnglII y Angll respectivamente) (figura 41).
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FIGURA 41. La AnglII activa el NF-KB en células mesangiales de ratones AT,(-/-). Las células
fueron estimuladas con AnglII o Angll (107 mol/L, desde 30 a 120 min, y con 10" mol / l
durante 60 min), o con el agonista AT;, pNH2FAII (10 ? molfL, durante 60 min). En otros puntos
del experimento, las células fueron pretratadas durante l h con el antagonista AT2 (PD123319;
105 mol/L), y posteriormente estimuladas con 107 mol/L AnglII o Angll durante un periodo
adicional de 60 min. La especifidad de la reacción se estableció con un exceso (100 veces) de NF-
KB no marcado. La figura (A) muestra un experimento representativo de EMSA de dos
realizados, y la figura (B), los resultados expresados como incremento de n-veces frente a
control en unidades arbitrarias densitométricas.
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Como podemos observar, en células A T ^ / 0 la activación de NF-KB inducido por
AnglII es algo más elevada que la Angll (tras 30 min de incubación). El pretratamiento
con el antagonista AT2 (PD123319) abolió la activación de NF-KB para AnglII (figura
41). Por lo tanto, podríamos concluir de nuevo que la Angll y la AnglII actúan vía AT\
y AT2, pero la afinidad de la Angll es mayor por el ATXl y la AnglII, por el AT,.
6.2 Degradación de IxBa inducido por AnglII. Comparación con la Angll. Papel de
los receptores AT, y AT,.
En células mesangiales, la subunidad IicBa citosólica fue encontrada también
como una proteína de alrededor de 39 KDa. Después de 30 min de incubación con
AnglII, la banda correspondiente desapareció rápida y transitoriamente (figura 42). Al
igual que sucedía con la Angll, el pretratamiento con los antagonistas de los
receptores AT\ o AT2 (Losartan o PD123319, respectivamente), inhibió parcialmente
la degradación de IKBU inducida por AnglII, aunque tuvo mayor efecto con el
PD123319, sugiriendo que ambos receptores están involucrados en este proceso,
principalmente el AT2.
Figura 42. Regulación de IKB<I por AnglII en células mesangiales. Las células se estimularon con
AnglII o Angll durante 30 min. En otras células, se incubó previamente 60 min con el
antagonista del receptor ATL (Losartan) o con el del AT2 (PD123319),y posteriormente se trató
con AnglII o Angll durante 30 min suplementarios. En todos los casos se aislaron las fracciones
citosólicasy se analizaron por Western blot frente a un anticuerpo específico frente a k-Bu. En
la parte superior de la figura podemos observar un Western representativo de tres realizados.
En la parte inferior se muestra el análisis densitométrico de la media ± EEM.
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6.2.1 Efecto de la AnglII en los niveles citosól'tcos de ItcBa en células AT,(-/-):
Para asegurarnos de la existencia de la ruta principal AngIII/AT2/degradación de
IKB (y activación de NF-KB), realizamos estos experimentos en células mesangiales de
ratón deficientes del receptor ATj. En estas células, la AnglII provocó una rápida
degradación de IKBO. citosólico, que fue abolida por el PD123319 (figura 43).
Resultados comparables se obtuvieron en células vasculares AT^-f-) (no mostrados).
Estos datos confirman que en estas células, el AT2 prioritariamente participa en la
degradación de K-Ba (y en la activación de NF-KB) inducido por AnglII.
Figura 43. Regulación de IicBa por AnglII en células deficientes del receptor AT t. Las células
mesangiales fueron estimuladas con AnglII desde 30 hasta 120 min. En otras células, se
pretrató con el antagonista del receptor AT2 (PD123319, 60 min), y posteriormente se incubó
con AnglII durante 60 min suplementarios. En todos los casos se aislaron las fracciones
citosólicas y se analizaron por Western blot frente a un anticuerpo específico de IKBU. En la
parte superior de la figura podemos observar un Western representativo de 3 realizados. En la
parte inferior se muestra el análisis densitométrico de la media ± EEM.
6.3 Papel de la AnglII en el reclutamiento celular.
Previamente se ha observado que existen receptores AT, y AT2 en células
mononucleares [189] y que la AnglII es quimioatractante para leucocitos [199]. Además,
en fibroblastos cardíacos la AnglII aumenta la expresión de algunos genes, como el TGF-p
y el Angiotensinógeno [200]. Sin embargo, el hecho de que la AnglII regule genes en el
riñon, no ha sido aun estudiado.
6.3.1 Efecto de la AnglII en la expresión de MCP-1:
En primer lugar estudiamos el efecto de la AnglII en los niveles de mRNA de MCP-1
en células mesangiales. Las células fueron estimuladas con varias dosis de AnglII o Angll
durante 3, 6 y 24h. Tras la incubación, se aisló el RNA y se determinó ta expresión del
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Figura 44. Efecto de la AnglII en la expresión del mRNA de MCP-1 en células mesangiales. Las
células fueron incubadas durante 3, 6 o 24h con AnglII (ÍOMO1* mol/L) o Angll (10 T mol/L).
Transcurrido el tiempo de incubación, se aisló el RNA celular y se sometió a electroforesis y
transferencia. La figura muestra un Northern blot representativo de cinco realizados
correspondiente a la hibridación con la sonda de! MCP-1 marcada radioactivamente con [a-í2P]-
CTP (superior), y con la sonda de control interno (GAPDH), (medio). En la parte inferior se
muestran los valores de las medias ± EEM obtenidos por análisis densitométrico. *p< 0.05 vs
control.
Al igual que la Angll, en respuesta a AnglII, en células mesangiales incrementaron
la expresión del mRNA de MCP-1, máximo a las 6h y retornando a niveles básales tras
24h de incubación (figura 44). Este efecto fue además dosis dependiente con un máximo
de respuesta a la dosis de 10" mol/L (alrededor de 4.2 veces incremento vs basal,
p<0.05). Estos resultados muestran una cinética similar a la provocada por conocidos
inductores de MCP-1; TNJF-a (100 U/mL) y LPS 1^ /ml (dato no mostrado), como
previamente ha sido descrito [168,201].
Además estudiamos si la sobreexpresión de MCP-1 por AnglII se realiza a través de
la activación de NF-KB como ocurre con la Angll. Así, en células mesangiales, la
preincubación con inhibidores de la activación de NF-KB, PDTC O MG132 (durante lh),
disminuyó los niveles de activación de NF-KB inducidos por AnglII (figura 45A). Este
efecto se correlacionó con la inhibición de los niveles de mRNA de MCP-1 estimulados












Figura 45. Efecto de los inhibidores de NF-KB en la expresión de MCP-1 inducido por AnglII. Las
células mesangiales fueron preincubadas con dos inhibidores de la activación de NF-KB; el
antioxtdante PDTC (10* mol/L) o el inhibidor del proteosoma MG123 ( lO^mol/L) durante una
hora y después estimuladas con AnglII (10 * mol/L) durante 30 minutos (EMSA, A) o 6h
(Northern, B). Transcurrido el tiempo de estimulación se aisló la fracción nuclear para ensayos
de EMSA (A), o se separó el RNA celular para someterlo a análisis de Northern blot (B). El
experimento muestra un experimento representativo de cuatro realizados.
6.3.2 Producción y tocalizac'tón intracelular de MCP-1 inducido por AnglII o Angll:
Para confirmar que la sobreexpresión de MCP-1 por AnglII o Angll en células
mesangiales se traducía en un aumento de sus niveles proteicos, realizamos ensayos de
Western blot e inmunofluorescencia con un anticuerpo policlonal frente al MCP-1. Como
podemos observar en la figura 46A, mediante Western comprobamos como la
estimulación durante 6h con AnglII o Angll producía un aumento de la intensidad de la
banda correspondiente al MCP-1 citosólico (14 KDa), de modo similar al TNFu (100
U/mL). Además, con el fin de localizar esta producción intracelular de MCP-1 en células
mesangiales, medimos la inmunofluorescencia celular. Como vemos en la figura 46B, las
células control mostraron una mínima immunoreactividad citosólica para MCP-1, pero
sin embargo, después de 6 h de estimulación con AnglII o Angll (10 7 mol/L) detectamos















Figura 46. Producción y localizador) de MCP-1 en células mesangiaks estimuladas con Anglll o
AnglI. (A) Por Westem analizamos citosoles de células mesangiales control y tratadas con Anglll o
Angll (10 7 mol/L) durante 6 horas. Como control positivo se utilizó ta estimulación con TNFu. (B)
Mediante ensayos de inmunofluorescencia, apreciamos una débil tinción en células control para el
MCP-1. En células estimuladas con Anglll o AnglI (107 mol/L) durante 6 horas observamos un
incremento de la intensidad de fluorescencia para la incubación con el anticuerpo frente al MCP-1.
6.3.3 Efecto quimiotáctico del MCP-1 inducido por Anglll
Con el propósito de investigar si la Angl l l induce la producción de factores
biológicamente quimioatractantes, estimulamos células mesangiales durante 18 horas
con Angll l, AnglI (10 7 mol/L) o TNIF-a (100 U/mL), y medimos la actividad
quimioatractante en los sobrenadantes celulares. Para ello se realizó un ensayo de
quimiotaxis empleando una línea celular de monocitos humanos (THP-l) (ver
métodos). En sobrenadantes de células mesangiales sin tratar detectamos una
actividad quimiotáctica basal. La estimulación con Anglll o AnglI (107 mol/L) de los
sobrenadantes de células mesangiales aumentó significativamente la actividad
quimioatractante (n-5, p< 0.05 vs control). Este aumento fue similar al producido
por el TNF-a (figura 47A). Como control positivo de la migración de los monocitos
THP-l utilizamos MCP-1 recombinante de rata, y como control negativo, medio
(RPMI) sólo. Similares resultados fueron observados previamente en células
mesangiales humanas estimuladas con citoquinas proinflamatorias [168,201].
Para investigar si la migración inducida por las angiotensinas es debida a la
producción específica de MCP-1 por las células mesangiales, realizamos experimentos
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de neutralización (ver métodos). Utilizando un anticuerpo frente a MCP-1
recombinante de rata (10 |.Lg/mL) observamos que se producía una inhibición de la
actividad quimioatractante del MCP-1 de alrededor del 97%. El tratamiento de
sobrenadantes de células mesangiales (estimuladas con Angll o AnglII) con el
anticuerpo frente a MCP-1 redujo esta actividad a valores similares a células no
estimuladas (40% de inhibición) (figura 47B). La especifidad de la reacción fue
realizada incubando con un anticuerpo control sin actividad quimiotáctica (IgG)
(menos del 5% de inhibición de quimiotaxis; no mostrado). Estos datos sugieren que
la AnglII podría participar en procesos inflamatorios a través de la producción de
MCP-1 el cual posee actividad biológica para las células residentes. Además medimos
la quimiotaxis directa producida por los péptidos de angiotensina. La AnglII, Angll o
MCP-1 se resuspendieron en medio (RPMI) libre de suero y se incubaron durante
diferentes periodos de tiempo. Tras una hora, sólo el MCP-1 de rata (100 ng/mL)
mostró una respuesta significativa quimioatractante (n = 10, p< 0.05 vs control),
mientras que a 4 horas, se produjo un incremento en la migración de monocitos para
AnglII y Angll (107 mol/L, n=5, p< 0.05 vs control; figura 47C). Estos datos sugieren
que los propios péptidos de angiotensina poseen un potencial efecto directo











Control No Ang III Ang 11 TNF-,, MCP-1
astim ul id js
No Ang III Ang III Ang II Ang II
estimuladas • o MCP-1 • a MCP-1
Tiempo de incubación (min)
Figura 47: Quimiotaxis inducida por AnglII o Angll en células mesangiales. (A) Los sobrenadantes
de células mesangiales estimulados con AnglII o Angll (10 r mol/L), TNF-a (100 U/mL) o MCP-1 (10
Hg/mL) poseen actividad quimioatractante para monocitos THP-1. Como control positivo se utilizó
medio RPMI sólo. (B) Ensayo de neutralización de quimiotaxis para AnglII y Angll con anticuerpo
frente al MCP-1. (C) Efecto directo de los péptidos del SRA (Anglll y Angll) en la atracción de
monocitos THP-1. Línea continua, MCP-1; Puntos cuadrados, AnglII; Puntos redondos Angll, y
Puntos triangulares, RPMI sólo.
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7. PAPEL DE LA ANG I I I EN LA PROLIFERACIÓN Y FIBROSIS RENAL.
7.1 La AnglII regula la expresión del angiotensinógeno en células mesangiates.
Como ya hemos demostrado, la AnglII activa NF-KB con potencia similar a la AnglI.
Por otro lado, el promotor del gen del Angiotensinógeno contiene elementos de
respuesta al factor de transcripción NF KB [202]. Sin embargo, no existe evidencia de
que los péptidos derivados de la AnglI pueden modular la expresión de
Angiotensinógeno. En algunos estudios en hígado y riñon, los niveles de
Angiotensinógeno y renina son regulados por AnglI. Ya hemos observado que en células
mesangiales, la AnglI induce la expresión de Ao, con lo que contribuye a la propia
regeneración del SRA. En nuestros experimentos, como se puede observar en la figura
48A por RT-PCR, la estimulación de células mesangiales con AnglII (10 7 mol/1) durante
6h, provocó un aumento del mRNA del angiotensinógeno (2.8 veces vs control) de modo
similar a lo observado con AnglI (2.7 veces vs control) y TNF-a (no mostrado).
7.2 La AnglII induce la expression del protooncogen c-fos
La proliferación de células residentes constituye un hecho relevante en la
mayoría de las enfermedades renales progresivas. El gen c-fos es un protooncogen de
respuesta temprana relacionado con la proliferación, diferenciación e hipertrofia
celular [203], pero además, este gen se transcribirá a proteína c-Fos la cual forma
parte del factor A P I . Se ha demostrado previamente que la AnglI induce la
sobreexpresión de c-fos y que la AnglII que es capaz de inducir proliferación con
potencia similar a la AnglI [204,205].
En células mesangiales renales quiescentes estimuladas con AnglII o AnglI (10-7
mol/L) durante l h , observamos mediante Northern que la AnglII induce la expresión de
c-fos de modo similar a la AnglI (3.7 y 3.2 veces vs control, respectivamente) (figura
48B).
7.3 La AnglII regula la expresión de TGF-Sy la síntesis de fibronectina
El factor de crecimiento transformante (TGFfS) es un factor de crecimiento que
contribuye al acumulo de matriz extracelular a través de la síntesis de proteínas de
matriz como la fibronectina [180], El TGFp juega un papel primordial en la patogenia
del daño renal, conduciendo a la fibrosis y a la disfunción renal [206,207], El TGFp
contribuye al acumulo de matriz extracelular incrementando su producción, inhibiendo
su degradación y modulando los receptores para las citoquinas. La fibronectina es una
proteína de matriz sintetizada inmediatamente durante el daño renal, precediendo al
acumulo de colágeno y a la formación de fibra [133]. Basalmente, la mayor parte de
fibronectina producida por los fibroblastos es secretada al medio extracelular (70% del
total). Se ha demostrado que la AnglI induce la expresión génica de TGFp, por lo que
investigamos el papel de la AnglII en la regulación de matriz, estudiando la expresión y
síntesis de TGF-Sy fibronectina, en células mesangiales. En estas células, la estimulación
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durante 6 h con AnglII (107 mol/L) aumentó la expresión de TGF-p con potencia
similar a la producida por Angll (10 7 mol/L) (figura 48C).
Mediante ensayos de mareaje metabólico e inmunoprecipitación, observamos que la
AnglII y Angll (107 mol/L) durante 24h inducen la síntesis de ftbronectina (incremento
del 155±14% y 165±12 % vs control, n = 3; p<0.05, respectivamente). Como control
positivo de los experimentos se utilizó un conocido inductor de la síntesis de
ftbronectina, como es el propio TGF-fe (5 x 10 u mol/L) (incremento del 22O±18 % vs
control, n=3, p<0.05) (figura 48D).
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Figura 48. Participación de la AnglII en procesos de proliferación y fibrosis renal. (A) La AnglII
aumenta la expresión de Angiotensinógeno. El RNA de células estimuladas durante 6 h con AnglII
o Angll (107 mol/L) fue analizado por RT-PCR. La figura muestra un experimento representativo
de 4 realizados. (B) La AnglII induce la expresión de c-fos. Las células mesangiales estimuladas 1 h
con AnglII o Angll (10? mol/L) sobreexpresan el protoncogén c-fos. Los valores fueron
corregidos por G3PDH. (C) La AnglII incrementa la expresión de TGF-p. La estimulación de células
mesangiales con AnglII o Angll (10 7 mol/L) provoca un aumento de los niveles de mRNA de TGF-
p. Los valores fueron corregidos por G3PDH (D) Producción de fibronectina por AnglII. Las células
se marcaron metabólicamente con 35S-Metionina, en presencia de 0.5% de STT, y se incubaron
durante 24h con AnglII o Angll, cuantificándose posteriormente la síntesis de fibronectina
mediante inmunoprecipitación con anticuerpos anti-fibronectina. Se muestra una autorradiografia
representativa del análisis por PAGE-SDS de la fibronectina soluble.
Estos resultados nos sugieren que la AnglII podría contribuir en procesos de
fibrosis renal, participando en varias etapas del daño; aumentando los niveles de c-fos
(proliferación), incrementando la expresión y producción de TGF-p y fibronectina
(producción de matriz extracelular), y estimulando la expresión de Angiotensinógeno
(regeneración del SRA). Además, hemos observado que la AnglII estimula la síntesis de
sustancias quimiotácticas (MCP-1) con capacidad de atraer células mononucleares, y
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así poseer un posible papel en procesos de reclutamiento celular durante el daño
renal.
Estos datos aportan una nueva visión del SRA donde no solo la Angll está
implicada en el daño renal, sino que su péptido de degradación, la AnglII posee




La Angll activa factores de transcripción en riñon y vaso
En situaciones patológicas, incluidas nefritis y aterosclerosis, se ha descrito un
aumento en la actividad tisutar del factor de transcripción NF-KB [56,70,142,147]. El
creciente interés por el NF-KB está basado en su papel como regulador de la expresión
de muchos genes proinflamatorios codificadores de citoquinas, quimioquinas y
moléculas de adhesión. El bloqueo del NF-KB mediante transfección génica de IKB O
tratamiento con PDTC (antioxidante) disminuye su activación coincidiendo con la
mejora del daño renal y vascular, lo que sugiere que la regulación de NF-KB podría ser
una diana terapéutica en enfermedades renales y cardiovasculares [5,70]. Los iECA
disminuyen la actividad de NF-KB en modelos de nefritis, hipertensión y aterosclerosis
[5,56,70]. Nuestros datos demuestran que in vivo la Angll activa el NF-KB tisular. En
el riñon hemos observado que los animales infundidos con Angll, presentaron tinción
nuclear positiva para el NF-KB en células residentes renales e infiltrantes. Los
complejos NF-KB activados se localizaron principalmente en el glomérulo (células
mesangiales, endoteliales y epiteliales), células tubuloepitetiales y arterias renales
(células endoteliales y de músculo liso vascular). En aortas torácicas de rata, la
infusión de Angll activó el factor NF-KB en células endoteliales y de músculo liso
vascular. En este trabajo hemos demostrado que también, en células epiteliales
tubulares en cultivo, mesangiales y vasculares, la Angll activa NF-KB de manera dosis-
dependiente con una cinética similar a la provocada por citoquinas proinflamatorias
como el TNF-a. En conjunto, estos datos demuestran firmemente que la Angll in vivo
e in vitro activa NF-KB en el riñon y en el vaso, y por lo tanto, puede tener un papel
activo en procesos de daño tisular a través de la ruta de activación de este factor.
Además del NF-KB, diversos factores de transcripción se han visto implicados en
situaciones de daño tisular. En modelos de aterosclerosis y nefritis se ha encontrado
niveles aumentados del factor AP-1 [148,151,152,209]. Este factor está implicado en
procesos de producción de matriz extracelular y fibrosis. En este trabajo, en respuesta
a la infusión de Angll, hemos observado que se produce un aumento de la actividad
de AP 1 en el riñon (en glomérulo y túbulo) e in vitro hemos mostrado que la Angll
es capaz de inducir la activación de A P I en células tubulares de modo similar a otros
conocidos inductores como el PMA. En un modelo de daño vascular se observó un
aumento de AP-1 [210], y en otro de infusión de Angll se ha observado un
incremento de la actividad renal de AP-1, pero no así del factor SP-1 [149]. En
conjunto, estos datos sugieren que la Angll posiblemente produce sus efectos a través
de la activación de diversos factores nucleares como NF-KB y AP-1.
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La Angll es un nuevo mediador proinflamatorio a través de la activación de NF-KB
lina nueva área de investigación sobre este péptido vasoactivo del SRA es su papel
potencial en la respuesta inmune. La Angll participa en la patogenia de las
enfermedades renales inmunes [5]. En nuestros experimentos hemos observado que la
infusión de Angll induce un aumento en el número de células inflamatorias en el
glomérulo y, de forma más marcada, en el intersticio, en general de manera focal. En
este trabajo demostramos además que la Angll activa NF-KB en monocitos en cultivo
(línea U93 7), y que en animales infundidos con Angll, las células inflamatorias
infiltrantes presentaban a su vez complejos activos de NF-KB. Por otro lado, en
estudios in vitro hemos demostrado que las células residentes renales responden a la
estimulación de Angll con activación de NF-KB y sobreexpresión de genes relacionados
como MCP-1 y, como han observado otros autores, RANTES [5,74], quimioquinas
responsables de la infiltración de monocitos en el riñon.
La Angll regula respuestas de células del sistema inmune, induce quimiotaxis de
leucocitos y adhesión de monocitos al endotelio [213]. En sobrenadantes de células
mesangiales estimuladas con TNF-a o IL-ip aumentó la producción de MCP 1 humano
con actividad quimioatractante para monocitos [168]. En este trabajo hemos
demostrado que la Angll es quimtotáctica para monocitos y que en sobrenadantes de
células mesangiales estimuladas con Angll encontramos un aumento de la actividad
quimiotáctica, que es neutralizada con anticuerpos anti-MCP-1. Además, la infusión de
Angll aumentó la producción renal y vascular de TNF-a, que podría regular la
producción de factores de crecimiento, citoquinas y otras quimioquinas, con potencial
actividad quimioatractante.
Por otro lado, una característica común a todos los estadios de la aterosclerosis, es
la inflamación de la pared vascular. La activación de NF-KB ha sido observada en
lesiones ateroscleróticas [175], y en cultivos de células endoteliales y de músculo liso
vascular estimuladas con Angll [74,176]. Nosotros hemos observado la activación de
NF-KB en arterias renales y aorta torácica (localizado en células vasculares y
endoteliales) en respuesta a la infusión de Angll. Además, tn vitro, hemos demostrado
que la Angll en células vasculares aumenta la capacidad de unión del NF-KB al DNA
(EMSA), la actividad transcripcional dependiente de NF-KB (experimentos de
transfección), y la expresión de algunos genes regulados por este factor, como e¡
MCP-1 y Angiotensinógeno. En células vasculares y endoteliales, la Angll incrementa los
niveles de genes proinflamatorios como quimioquinas y moléculas de adhesión
[3,5,6,168] e induce la adhesión de monocitos [212,213]. En estos fenómenos se ha
observado la implicación del NF-KB.
Otros autores han observado que la infusión de Angll en ratas sanas provoca
hipertensión caracterizada por un claro de VCAM-1 [176]. En ratas hipertensas existe
un aumento de MCP-1 en aorta [176], y la presencia de monocitos/ macrófagos en la
pared vascular es reducida por iECAs [215]. En un modelo experimental de
aterosclerosis, la inhibición de la ECA disminuyó la actividad de NF-KB y la expresión de
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quimioquinas en la lesión [70]. Mediante estudios en ratones deficientes del receptor
CC para MCP-1, CCR2, se ha demostrado la contribución del reclutamiento de
macrófagos en el daño vascular inducido por Angll [216]. Todos estos datos sugieren
que la Angll podría contribuir a la respuesta inflamatoria en enfermedades como la
aterosclerosis e hipertensión, vía activación de NF-KB y a través de la regulación de
genes vasculares proinflamatorios.
Estos datos sugieren que el efecto de la Angll en el reclutamiento de células
inflamatorias, podría ser directo, a través de la activación de células mononucleares, e
indirecto, vía producción de quimioquinas y aumento de la expresión de moléculas de
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Figura I. Implicación de la Angll en procesos proinflamatorios. La Angll interviene en diferentes
etapas del proceso inflamatorio. Activa monocitos, induce la expresión de quimioquinas desde
células circulantes y residentes, y estimula la síntesis de moléculas de adhesión. Todo ello a través
de la activación de NF-KB).
Por otro lado, la Angll podría participar en el reclutamiento de células
mononucleares a través de la liberación de lípidos con propiedades proinflamatorias
como prostaglandinas. Este efecto también es atribuido a la activación de la fosfolipasa
A2, pero además recientemente se ha observado en células vasculares que la Angll
sobreexpresa COX-2 (a través de la vía AT^MAP quinasas) [217]. La inducción de COX-
2 también se ha demostrado en aterosclerosis humana y en el daño vascular [218,219],
pero aun no se conoce bien el significado biológico. La hipertensión inducida por Angll
provocó un incremento de los niveles del leucotrieno A4 hidrolasa, enzima esencial para
la conversión de leucotrieno A en el lípido mediador inflamatorio leucotrieno B (LTB4)
[220].
Todos estos datos demuestran que la Angll participa en varias etapas del proceso
inflamatorio contribuyendo en el inicio y progresión de la aterosclerosis e hipertensión.
De este modo, los efectos beneficiosos de fármacos moduladores de las acciones de la
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Angll, pueden ser debidos al menos en parte a la supresión de la activación de
monocitos y a la disminución de la síntesis de factores quimiotácticos producidos por
las células vasculares. Por tanto, nuestros datos ín vivo e in vttro apoyan la nueva
idea de que la Angll podría considerarse como un modulador proinflamatorio a través
de la activación del factor nuclear NF-KB, tanto en riñon como en vaso.
La Angll activa el factor nuclear NF-KB a través de ATj y AT7
Como se ha comentado anteriormente, la Angll actúa a través de los receptores
AT*! y AT2. El subtipo de receptor implicado en el daño renal no está completamente
definido. Los antagonistas ATj son utilizados en clínica en el tratamiento de
hipertensión y proteinuria en pacientes con nefropatías [221]. En modelos
experimentales de daño renal, los antagonistas ATY disminuyen la proteinuria, el
acumulo de matriz y la producción de factores de crecimiento, como el TGF-&
[28,29,179]. En arteriolas renales se ha observado cómo la infusión de Angll
incrementa la liberación de NO y el tratamiento con antagonistas ATX reduce este efecto
[222]. Sin embargo, en un modelo de hipertensión, el Losartan no disminuyó la
hipertrofia de la pared vascular ni la expresión de PDGF-A [223]. Los estudios
realizados con antagonistas ATzy en ratones deficientes del gen AT2 apoyan la idea de
que este receptor participa en la fisiopatología renal y vascular [28,36]. Así, se ha
demostrado que el AT2 regula la presión sanguínea, la producción de cGMP en
respuesta a deplección de sodio, la natriuresis vía bradiquinina/NO, la producción de
prostanoides [36] y el infiltrado de monocitos a nivel renal. Sin embargo, la
obstrucción unilateral en ratones deficientes del receptor AT2 provocó fibrosis
intersticial acelerada y depósito de colágeno [224].
Nosotros observamos que en ratas infundidas con Angll el tratamiento con el
antagonista ATj Losartan restaura la presión sanguínea y mejora el daño tubular,
mientras que la administración del antagonista AT2 PD123319 disminuye el infiltrado
de células inflamatorias. Para profundizar en los mecanismos moleculares del daño renal
causado por Angll evaluamos el receptor implicado y la distribución de NF-KB. En
animales infundidos con Angll, ambos antagonistas AT[ y AT2, disminuyen la actividad
de NF-KB, mientras que sólo el ATj bloquea la activación de AP I . Además, se observaron
diferencias en la distribución tisular de NF-KB activado por la Angll. Ambos antagonistas
disminuyeron la tinción positiva para NF-KB en el glomérulo, pero sin embargo el
Losartan disminuyó marcadamente el NF-KB en células tubulares, mientras que el
PD123319 actuó principalmente en células inflamatorias.
Para profundizar en el conocimiento de la ruta AngII/NF-k-B, realizamos estudios ¡n
vitro. En células epiteliales tubulares la Angll activó NF-KB, principalmente vía ATU
mientras que en células mononucleares, vasculares y mesangiales, la Angll activó NF-KB
a través de ambos receptores (AT] y ATZ). Mediante estudios en células mesangiales y
vasculares de ratones deficientes del receptor AT^ hemos observado que la Angll
provoca un rápido aumento en la activación de NF-KB, demostrando claramente que la
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Angll es capaz también de activar NF-KB vía AT2 en riñon y vaso (figura II). Además,
en un modelo de daño renal por obstrucción de uréter unilateral hemos observado que
en ratones deficientes del receptor ATj se producía una activación del NF-KB similar a la
de ratones de fenotipo salvaje. En ambos ratones, el tratamiento con el antagonista
AT2 (PD123319) reducía a valores control esta activación. Todos estos datos sugieren
que la Angll es capaz de utilizar ambos receptores, AT¡ y AT2, en la activación de los
factores de transcripción NF-KB dependiendo del tipo celular y la situación patológica.
Figura II. Receptores de Angll implicados en la activación de factores de transcripción.
Mecanismos moleculares de la ruta de activación AngH/NF-icB:
NF-KB ha sido identificado como una importante proteina de unión al DNA que
regula la transcripción de varios genes involucrados en el daño tisular [142,144,147].
Mediante ensayos de EMSA, hemos observado que en células mononucleares,
mesangiatesy de músculo liso vascular, la Angll causa una rápida, dosis-dependiente y
transitoria activación de NF-KB, con una potencia similar a citoquinas inflamatorias
como el TNF-u.
En células no estimuladas, el NF-KB permanece en el citosol como un complejo
inactivo, estabilizado por la proteina inhibitoria IKB [144]. Nosotros mostramos que en
células mononucleares, vasculares y mesangiales, mediante experimentos de
superretardo, el complejo NF-KB activado por Angll es un heterodímero formado por
las subunidades p5O y p65 (figura III). En estudios de Western blot detectamos que la
subunidad p5O está constitutivamente expresada en el núcleo de las células vasculares,
pero sin embargo, la expresión nuclear de p65 requiere activarse por la Angll. Se ha
demostrado que la subunidad p50 interactúa directamente con las secuencias KB del
DNA de estos genes, mientras que la subunidad p65 no se une al DNA, y se sugiere
que esta proteína podría tener una función reguladora del proceso [143]. Además,
después de la estimulación con Angll, el patrón nuclear de mareaje
inmunohistoquímico de ambas subunidades cambió de ser difuso citosólico (en células
control), a prominentemente nuclear. Estos datos sugieren que el complejo activo de
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NJF-vB en células mononucleares, mesangiales y de músculo liso vascular, está formado
por las subunidades p50 y p65.
Por otro lado, la activación del factor NF-KB requiere de la previa disociación de la
subunidad IKB del complejo p5O/p65 mediante fosforilación y degradación de ésta por
el proteosoma, en el citosol [191,192]. Tras la incubación de células vasculares con
Angll, los niveles citosólicos de IKBU disminuyeron rápidamente, mientras que los de
IicBp no se modificaron. Estas diferencias biológicas ya se habían observado en otros
inductores de NF-KB. IL-1 y LPS provocaron la rápida degradación de k-B(i, a diferencia
del PMA y TNF-a, pero sin embargo, tas cuatro moléculas degradaron IKBQ [191,192].
En nuestras células estimuladas con Angll, la degradación de KBa fue correlacionada
en tiempo con la activación de NF-KB y la translocación del complejo p5O/p65 al núcleo,
donde reconoce determinadas secuencias del DNA de genes para activar su
transcripción (figura III). Después de dos horas de estimulación, comprobamos que se
producía una resíntesis citosólica de la subunidad IKBU. Por lo tanto, debido además a
que el propio gen de KBa es controlado por NF-KB [144,191], podríamos sugerir que la
transactivación por NF-KB incrementa también la síntesis de iKBct, la cual puede




Figura I I I . Activación de NF-KB inducido por Angll. La activación de NF-KB en células renales,
vasculares y mononucleares consiste en la disociación de la subunidad KBa del complejo NF KB
(p5O-p65) a la llegada del estímulo (Angll). Posteriormente, KBa es degradado en el citosol y el
complejo NF-KB entra en el núcleo para inducir la transcripción de determinados genes.
Papel del ATZ en el infiltrado inflamatorio vía NIF-icB
ün hallazgo importante de nuestro trabajo es el papel potencial del AT, en
procesos inflamatorios renales a través de la activación del NF KB. En animales
¡nfundidos con Angll, el antagonista AT2 (PD123319) disminuyó el infiltrado de células
mononucleares y la presencia de complejos NF-KB activados en estas células. Algunos
datos apoyan estas observaciones. La infusión sistémica de Angll durante 714 días en
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ratas sanas se asoció con un influjo de monocítos/macrófagos en riñon [72]. Los iECA
disminuyeron la actividad de NJF-KB y la expresión de genes controlados por este factor,
como MCP-1, IL-6 y la molécula de adhesión VCAM-1, correlacionado con la disminución
del infiltrado renal de monocitos [5,55], En la nefritis inducida por la administración de
anticuerpos anti-timocitos, dos antagonistas del ATj disminuyeron solamente
alrededor del 30-50% la presencia glomerular de macrófagos/monocitos, acompañada
con una significativa, pero no total, reducción de MCP-1, quimioquina regulada por
NF-KB [211,225]. En un modelo de nefropati'a intersticial por obstrucción ureteral, la
infiltración de monocitos/macrófagos se redujo por la administración de un iECA pero
no por los antagonistas ATj [55]. Por otro lado, hemos observado que la Angll activa
NF-KB en ratones deficientes del receptor ATj, y que un agonista de los receptores AT2
también aumentó los niveles de activación y transcripción de NF-KB. En riñon, la Angll
induce infiltración de monocitos en el glomérulo y este proceso es inhibido por un
antagonista AT2 [74]. Además, los receptores AT2 median la inducción de la
quimioquina RANTES en células glomerulares endoteliales [74], demostrando una
posible diana génica de la ruta AT2 /NF-KB (figura IV). Aunque son necesarios más
estudios en diferentes modelos de daño renal, se podría especular que las diferencias
entre los iECA y los antagonistas ATj en relación con determinadas respuestas celulares
como el reclutamiento de células inflamatorias, podrían ser debidas a la acción de la






Figura IV. Sobreexpresión génica inducida por Angll. La Angll utiliza diferentes receptores para
inducir la transcripción de determinados genes. A través del ATj aumenta la expresión de IL-6,
VCAM-1, MCP-1 y Angiotensinógeno (Ao), y vía AT^ RANTES y posiblemente NO sintasa y COX-2.
Además, la sobreexpresión inducida por Angll de muchos de estos genes implica la previa
activación de NF-kB.
Otros posibles genes proinflamatorios candidatos a ser regulados por la vía
AT2 /NF-KB son la NO sintasa inducible, y la ciclooxigenasa-2 [38,39,46,47], las cuales
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están implicadas en la producción de prostaglandinas y tromboxano, respectivamente,
en enfermedades inflamatorias (figura IV).
La Angll participa en procesos inflamatorios a través de la ruta AT,/NF-KB
En células en cultivo, la Angll vía AT^NF-KB sobreexpresa algunos genes como IL-
6 y MCP-1 [5,28,103], La infusión de Angll aumentó la expresión y producción de
VCAM-1 de aorta, que fue reducida con Losartan [104,186], y nosotros observamos que
los antagonistas ATj inhiben marcadamente el aumento en la expresión del mRNA de
MCP-1 en células de músculo liso vascular. Observamos que la Angll eleva la producción
de la proteína MCP-1 con actividad quimioatractante, y mediante el tratamiento con
diferentes inhibidores de la activación del NF-KB, como PDTC y MG132, se bloquea la
expresión de MCP-1 inducida por Angll. Además, en células de músculo liso vascular, la
Angll aumentó la expresión de VCAM-1 y transactivó un promotor de VCAM-1 para NF-
KB a través del ATX [176]. Todos estos datos sugieren que la acciones proinflamatorias
de la Angll pueden estar mediadas por la inducción de genes inflamatorios vía AT/NF-
KB (figura IV).
Otros genes relacionados con la ruta Angl l / NF-KB
Con el fin de conocer si la Angll a través también de la ruta ATÍ /NF-KB es capaz
de inducir la expresión de otros genes importantes en situaciones de daño tisular,
estudiamos si era capaz de estimular su propia síntesis. Se ha demostrado previamente
que la infusión de Angll en ratas incrementa los niveles circulantes del
Angiotensinógeno y su expresión en riñon e hígado [242]. El Angiotensinógeno es
controlado por NF-KB e inducido por Angll, y se encuentra sobreexpresado en
hepatocitos a través de la ruta ATVNF-KB [202]. En fibroblastos cardíacos se ha
demostrado la presencia intracelular de Angl, Angll y ECA [44], y en diversas
situaciones de daño renal se ha observado un incremento en el mRNA del
Angiotensinógeno [202,244] y de otros componentes del SRA [1,3].
La capacidad de generar Angll ha sido demostrada ¡n vitro en diversos tipos
celulares como células endoteliales y epiteliales tubulares renales [3]. Nosotros
observamos que en células vasculares la Angll aumenta los niveles de expresión del
Angiotensinógeno vía ATj. Esto sugiere un posible mecanismo de retroalimentación
autocrina mediante la producción de Angll local que podría contribuir a la
perpetuación del daño tisutar.
En esta Tesis hemos observado que ATj y AT2 median la activación de NF-KB y la
transcripción de un gen reportero de NF-KB. Todos estos datos sugieren que la Angll,
actuando principalmente a través del AT^ y en determinadas circunstancias, a través
del AT2, puede regular varios genes relacionados con NF-KB e involucrados en la
patogénesis de enfermedades cardiovasculares y renales (figura IV).
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Diferencias entre ATt y AT?en la señalización del NF-icB
Muchos agentes activan el NF-KB, sin embargo los mecanismos de este proceso no
son del todo conocidos [192-197]. Los receptores AT] y AT2 poseen siete dominios
transmembrana y están acoplados a proteínas G [28,29], pero sus señales
intracelulares son distintas (ver introducción). Nuestros datos sugieren que ambos
receptores comparten una vía común: la activación del NF-KB. En células de músculo liso
vascular comparamos los mecanismos moleculares implicados en este proceso.
Diferentes antioxidantes bloquearon la activación del NF-KB causada por Angll y
por el agonista AT2, lo que sugiere que los radicales libres de oxígeno (ROS) actúan
como mediadores de ambos receptores, de modo similar a lo observado con TNF-a e
IL-16 [36,197,234] (figura V). Previamente se ha observado que los ROS son
mediadores de otros efectos de la AngII/AT1( como la activación de AP I , proliferación
celular, síntesis de proteínas e hipertensión [29,235].
Por otro lado, los inhibidores de PTK disminuyen la activación de NF-KB inducida
por Angll, pero no tienen efecto sobre el agonista AT2, lo que demuestra que las PTKs
son mediadoras solamente de la ruta A T ^ N F - K B (figura V). Sin embargo, observamos
que la PKC no está involucrada en la activación de NF-KB inducida por Angll, pero sí
por PMA. El papel de la PKC en la activación de NF-KB parece ser dependiente de la
célula y/o estímulo específico. Por ejemplo, se ha demostrado que la PKC media este
efecto en células endoteliaies estimuladas con H2O2 [187], pero no con TNF-a e IL-lfe
[191,234]. Algunos mecanismos de señalización del ATj son similares a los utilizados
por citoquinas, como la activación de PTK, MAPK, JAK-STAT y AP I [28,29,36], El
sistema JAK-STAT activa las PTKs dependientes de ROS que podrían participar en la
activación del NF-KB [237]. En diversos estudios se ha observado que la estimulación de
NF-KB y AP 1 requiere de la activación de diversas proteínas quinasas como la v-SRC, Syk
y Tec [142,148,238]. Las proteínas MAPK son requeridas para la activación de varios
factores de transcripción, incluyendo NF-KB [236], pero se desconoce la implicación de
la p38-MAPK en este proceso. El inhibidor de la p38-MAPK, el SB2O358O, disminuye la
síntesis de citoquinas inducida por el TNF-a y bloquea la transactivación de NF-
KB/luciferasa en respuesta a TNF-a, sin afectar a su translocación al núcleo [145].
Además, la inducción de MCP-1 por Angll está mediada por ATb señales redox, PTK y
MAPK [71] (figura V). Todos estos datos sugieren un potencial mecanismo de la ruta
ATj/NF-KB/regulación géntca, vía ROS, MAPK y PTK, común a otras citoquinas
proinflamatorias, como TNF-a e IL-lp.
El AT2 está asociado a inhibición de MAPK, activación de proteína fosfotirosina
fosfatasa y cambios en la actividad de fosfolipasa A2 [36]. La fosforilación del IKB es un
requisito para su degradación y consiguiente liberación del complejo NF-KB activo. In
vitro, se han descrito varias proteínas quinasas que son capaces de fosforilizar al
iKBa, como son la PRK, Rafl, PKC y Caseína quinasa II [191,240]. Por esta razón, tras
la estimulación del AT2 podríamos esperar la activación de algunas fosfatasas que
regularían ta degradación del IKB. Sin embargo, hemos observado que el AT2 activa NF-
95
DISCUSIÓN
KB (capacidad de unión al DNA y transcripción génica), sugiriendo que las fosfatasas
inducidas por Angll no están implicadas directamente en este proceso. Además, el
tratamiento con el ácido okadaico, inhibidor de las proteínas fosfatasas, activa NF-KB
por un proceso independiente de las fosfatasas, pero dependiente de los ROS [195-197],
por lo que no hemos podido evaluar el papel concreto de las fosfatasas en la ruta
Otros segundos mensajeros implicados en la activación del receptor AT2, son las
ceramidas [36,241]. Estas proteínas son generadas por degradación de la
esfingomielina (por la esfingomielinasa), y actúan vía proteínas G y activación de
fosfatasas. Las ceramidas median la activación de NF-KB y A P I inducida por TNF-a e IL-
lp [108,193] y están implicadas en procesos de apoptosis [241]. En nuestros
experimentos, empleando un inhibidor de ceramidas (fumosina B), hemos observado
que están implicadas en la activación del NF-KB estimulada por Angll, a través del
receptor AT2 (figua V). Estos datos sugieren un potencial mecanismo de la ruta AT2/NF-
KB/regulación génica, a través de ROS y ceramidas (figura V).
Figura V. Mecanismos ¡ntracelulares implicados en la activación de factores de transcripción
inducidos por Angll. La estimulación de AT, desencadena la activación de ROS, MAPK y PTK
mientras que el AT2 utiliza ROS y ceramidas. Vía AT\ se activa NF-KB, mientras que a través del AT2
se activa AP-1.
La Angl l activa AP-1 vía
Otra importante observación de nuestro trabajo es que el antagonista del ATj
mejoró las lesiones tubulares en ratas infundidas con Angll. Como se ha comentado
anteriormente, el Losartan disminuyó la actividad renal de NF-KB en túbulo y de AP-1
en glomérulo y túbulo. El efecto en la disminución de NF-KB se localizó principalmente
en las células epiteliales tubulares, y mediante estudios en cultivos, observamos que la
Angll activó NF-KB y AP-1 a través del AT¡. En modelos experimentales de daño renal,
los antagonistas AT^ disminuyeron la fibrosis renal [179,226] y se ha descrito que la
infusión sistémica de Angll en ratas se caracteriza por proliferación celular y fibrosis,
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precedido de cambios en la expresión de algunos genes regulados por el AP I , como c-
fos, TGF-£y fibronectina [72,104]. En estudios previos, algunos autores han mostrado
que en ratas mfundidas con AnglI, sólo el antagonista del ATX, y no el del AT¿, reduce la
expresión de fibronectina en aorta [245].
El TGF-li posee un papel central en la patogenia de enfermedades renales. La
relación entre AnglI y TGFIS está bien establecida [179], En células renales, la AnglI
aumenta TGF-6 vía ATX [3,4], En células tubuloepiteliales, la AnglI induce hipertrofia
celular mediante la producción endógena de TGF-& [4], El TGF-6 está también
involucrado en la producción de matriz inducida por AnglI en células renales y en
modelos de daño renal [179], y es un mediador de la producción del factor de
crecimiento CTGF [229]. En nuestro modelo, la AnglI aumentó la producción renal y
vascular de CTGF, a través del receptor ATj. Por otro lado, el AP I regula genes de
proteínas de matriz, como fibronectina, que son inducidos por AnglI a través del ATX. En
modelos de nefritis el tratamiento con ¡ECAs o antagonistas ATX disminuye la expresión
de estos genes [30,179,180]. La AnglI aumenta la proliferación de células renales in
vivo e in vitro [3,72]. En nuestro estudio hemos observado que la infusión de AnglI
aumneta la producción de PTHrP, que es un agente mitogénico en células renales [182],
El tratamiento con el antagonista ATi bloqueó la síntesis rena! y vascular de PTHrP
inducida por AnglI. Además por otro lado se ha demostrado ampliamente la relación
entre PTHrP y la activación de factor API [120], y la AnglI aumenta la expresión de c-
Fos/Jun vía ATj en cerebro [230]. Por todo ello podríamos sugerir que el efecto
beneficioso del tratamiento del Losartan podría ser debido, al menos en parte, a la
regulación de la activación del AP I vía ATl5 el cual regula la expresión de genes
profibróticos, como TGF-[i, fibronectina, CTGF y PTHrP (figura VI).
Figura VI. Papel de la ruta AngII/AT,/AP-l en el daño tisular. La AnglI a través de la ruta AT^AP-1
estimula la producción de factores de crecimiento, proteínas de matriz extracelular y agentes
mitogénicos. Todos ellos con potencial papel en el daño tisular.
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Implicación de otros péptidos del sistema__renina-angiotensina (SRA) en el daño ti su lar
Debido a que en el SRA existen otros productos de degradación con potencial
actividad biológica y a que en situaciones de daño tisular existe un aumento de la
actividad enzimática del SRA que hace elevar los niveles de los péptidos de degradación
[15,252], estudiamos la posible implicación de otros péptidos, que además de la Angll,
pudieran jugar un papel activo en situaciones patológicas. En nuestros experimentos, las
AnglII, AnglV y Ang(l-7) activaron NF-KB de modo similar a la Angll, en células
circulantes, mesangialesy vasculares, por lo que es probable que a través de este factor,
otros metabolitos del SRA puedan estar implicados en procesos de daño renal y vascular.
De todos ellos nos centramos en la AnglII y estudiamos su efecto en células mesangiales.
La Angiotensina I I I está implicada en procesos de inflamación y fibrosis
Mediante experimentos con la AnglII comprobamos que no solo ia Angll posee
propiedades profibróticas y proinflamatorias en situaciones de daño renal, sino que la
AnglII puede jugar un papel importante en estos procesos:
La AnglII activa el factor nuclear NF-KB principalmente vía AT,
En células mesangiales y mononucleares, la AnglII induce la activación, dosis
dependiente, del NF-KB de modo similar a lo observado con la Angll y el TNF-a. Los
receptores AT¡ son más sensibles a Angll que a AnglII, pero sin embargo, la afinidad de
ambos péptidos por el receptor AT2 es muy similar [28,29], Como se ha comentado
antes, la mayoría de las acciones de la Angll son mediadas por el receptor AT,. Algunos
efectos de la AnglII también están mediados por el receptor ATJ( como es el caso de la
presión de perfusión y la vasoconstricción, y el efecto cronotrópico positivo [15,114],
Ambos receptores, ATjy AT2, están involucrados en la liberación de nitritos por Angll y
AnglII en los microvasos, y en la reducción de la actividad de los a-2-adrenoreceptores
[45],
Utilizando antagonistas de los receptores, hemos demostrado la importancia del
AT2 en la activación de NF-KB inducido por AnglII. En células mesangiales, el
antagonista AT2 disminuyó la activación causada por la AnglII con mayor potencia
que el del AT). Estos datos fueron apoyados por los estudios en células mesangialesy
vasculares de ratones AT^-/-) donde la activación de NF-KB por AnglII es mayor que
la inducida por la Angll, y el tratamiento con el antagonista AT2l bloquea este
proceso. Además los niveles de degradación de IKBCX fueron correlativos a los de
activación de NF-KB. Todo ello nos indica que al menos in vitro la AnglII activa NF-KB a
través de los mismos receptores que la Angll, pero principalmente vía AT2.
Una posible hipótesis de los efectos beneficiosos de los antagonistas ATi podría ser
debida al bloqueo de la vía AngH/AT^ que provoca que la Angll permanezca más tiempo
expuesta a sus enzimas degradativas como la APA. Además, esta enzima se encuentra
aumentada en situaciones de daño renal donde existe además una activación del SRA
(como hipertensión, diabetes, nefritis) [16,17,114], por lo que existe una conversión
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mayor de Angll a AnglII, que al no poder unir al receptor AT^ interaccionaría con el
AT2,y puede provocar efectos diferentes. En este sentido se ha demostrado previamente
que la producción de NO en riñon está mediada por el AT2 [36], y como se ha
comentado anteriormente, este receptor parece estar implicado en el reclutamiento de
células inflamatorias en el riñon. Las diferencias observadas en algunos modelos de daño
renal entre ¡ECAsy antagonistas ATt podrían deberse a las acciones proinflamatorias de
la AnglII, vía AT2/NF KB.
Del mismo modo los efectos favorables de los ¡ECAs se podrían deber no sólo al
bloqueo de las acciones de la Angll o al efecto sobre las bradiquininasy el óxido nítrico,
sino además a los efectos de otros metabolitos obtenidos directamente de la Angl, como
son AnglII, AnglV y Ang (1-7), que podrían unirse a diferentes receptores de
angiotensina, y ser responsables de los efectos beneficiosos del tratamiento con estos
fármacos.
La AnglII induce la expresión de Angiotensinógeno
Como ya hemos observado, la Angll estimula la expresión de su propio
precursor, el Angiotensinógeno. Además, en células mesangiales mostramos que la
AnglII, es capaz de incrementar la expresión de Angiotensinógeno con una potencia
similar a la Angll y TNF u. Por este motivo podemos sugerir que no sólo el efector del
sistema SRA puede regular su propia síntesis, sino que además, al menos uno de sus
metabolitos, la AnglII, puede regenerar este sistema perpetuando de este modo el
daño renal (figura VIII).
La AnglII sobreexpresa MCP-1 a través de NF-KB
En este trabajo demostramos que en células mesangiales en cultivo la incubación
con AnglII causa un incremento dosis-tiempo dependiente de la expresión y producción
del MCP-1, de manera similar a lo observado con la Angll y el TNF-a, y a través de la
activación de NF KB. En células mononucleares, la AnglII también produce un aumento
en la expresión de MCP-1 vía NF-KB. Estos datos sugieren que no solo la Angll, sino
también la AnglII participa en el reclutamiento de células mononucleares a través de la
producción de quimioquinas como MCP-1, por las células residentes (mesangiales), y por
las propias células circulantes (mononucleares) (figura VII). Además, mediante ensayos
de quimiotaxis comprobamos que el MCP-1 inducido por AnglII, es biológicamente
activo, y que la propia AnglII produce un efecto directo quimioatractante para











Figura VII. Participación de la Angín en el reclutamiento celular. La AnglII induce la activación de
monocitos y la producción de quimioquinas como MCP-1 (vía NF-KB) desde monocitos y células
mesangiales, de modo similar a la Angll.
La AnglIJ participa en la proliferación de las células residentes
Se ha demostrado que diversos estímulos inducen rápidamente la transcripción del
protoncogén c-fos [204,255-256]. Citoquinas como la IL-1 o estímulos extemos como la
radiación UV, son capaces de estimular la expresión de este gen a través de factores de
transcripción como CREB, A P I , ATF, STAT o SRF [171,233,254]. El papel de la Angll
como inductor de hiperplasia/hipertrofía en diversas enfermedades renales es bien
conocido [1,3]. La Angll aumenta la expresión génica de c-fos en células mesangiales y
en riñon [170,204], pero apenas existe información sobre el papel de los productos de
degradación de la Angll en este fenómeno.
En el presente trabajo hemos observado que la AnglII induce ta expresión del c-fos
en células mesangiales, de modo similar a la Angll, por lo que podemos deducir que en
enfermedades renales que cursan de una elevada síntesis de angiotensinas por activación
del SRA, además de la Angll, la AnglII puede inducir la proliferación de células
residentes, a través de la sobreexpresión de c-fos (figura VIII).
La AnglII contribuye en el acumulo de matriz extracelular
Como ya hemos comentado existe una gran relación entre Angll y TGF(i
[179,180]. In vivo, la infusión de Angll aumenta la producción de TGFp [103,179], e in
vitro, diversas células renales incluyendo células mesangiales y tubulares, responden a la
Angll aumentando la expresión y síntesis de TGFp [1,179]. Nuestros datos demuestran
que también la AnglII induce la expresión de TGFp en células mesangiales de modo
similar a la Angll,
La fibronectina es la proteína más representativa del componente de matriz
extracelular [164], En diversos modelos de nefritis, y en respuesta a la infusión
sistémica de Angll, se ha observado un aumento de la síntesis de fibronectina
[164,245]. En este trabajo, en células mesangiales la AnglII estimula la producción de
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fibronectina de modo similar a lo que ocurre con la AnglI. Estos datos sugieren que no
sólo la AnglI, sino también su metabolito, la AnglII, contribuye a la producción de
matriz extracelular a través de la generación autocrina de TGF-6 y producción de
componentes de matriz extracelular como la fibronectina (figura VIII).
AnglII
MCP-1 TGF-[i c fos Angiotensinógeno
n
Reclutamiento Producción matriz _ , ,
de células extracelular Proliferación Regeneración SRA
mononudeares (fibronectina)
Figura VIH. Papel de la AnglII en procesos de daño renal. La AnglII interviene en diversos
procesos que cursan el daño renal: en el reclutamiento celular, mediante la producción de
quimioquinas, en fibrosis, aumentado la expresión y producción de TGF-p y fibronectina, en la
proliferación celular, a través de la expresión de c-fos, y en la regeneración del SRA, al
autorregular su propia síntesis mediante la sobreexpresión de Angiotensinógeno.
En resumen, todos nuestros datos proporcionan nuevos datos de los péptidos de
degradación del SRA describiendo importantes funciones a nivel renal hasta ahora
desconocidas, particularmente para la AnglII. Aunque serían necesarios más estudios
sobre los efectos de la AnglII ¡n vivo en el riñon, podemos sugerir que además de la
AnglI, la AnglII podría tener un papel potencial en procesos de reclutamiento,






Mediante la infusión de Ang II en ratas normotensas hemos demostrado que:
• La Angll de manera directa causa a nivel renal atrofia tubular y fibrosis, a través
del receptor AT¡, e infiltración de células inflamatorias, vía AT¿.
• La Angll aumenta la actividad de los factores de transcripción NF-KB y AP-1
implicados en el daño tisular. El NF-KB en riñon se localizó en células
glomerulares, túbulointersticiales e infiltrantes, mientras que AP-1 se ubicó en
áreas glomerulares y túbulointersticiales. En aorta se detectó NF-KB activado en
células endoteliales y de músculo liso vascular.
• En riñon, la Angll activa NF-KB a través de AT[ y AT2) mientras que la activación
del AP-1 se realiza vía AT,.
• Además, la Angll es capaz de estimular en riñon y aorta la producción de
proteínas involucradas en daño tisular, como citoquinas proinflamatorias
(TNF-u), factores de crecimiento (CTGF),y agentes mitogénicos CPTHrP).
Estudios In vitro:
• La Angll es capaz de activar los factores NF-KB y AP-1 en células renales
(mesangiales y tubulares), de músculo liso vascular y mononucleares.
• La Angll utiliza ambos receptores AT, y AT^ en la activación de NF-KB, sin
embargo sólo el AT! en la activación de AP-1,
• En la estimulación de NF-KB por Angll se encuentran implicados diversos
mediadores intracelulares, dependiendo del receptor utilizado. La ruta AT,/NF-KB
está mediada por activación de proteínas quinasas y radicales de oxígeno, y la
ruta A T ^ N F - K B , por radicales de oxígeno y ceramidas, mientras que la activación
de PKC no está involucrada en ninguno de los dos receptores.
• La Angll, vía AT¡, y a través de NF-KB, causa sobreexpresión de genes implicados
en el daño tisular, como la quimioquina MCP-1 y el precursor del SRA, el
Angiotensinógeno. El MCP-1 era biológicamente activo puesto que mostró
actividad quimioatractante para monocitos en sobrenadantes de células
mesangiales. La estimulación de Angiotensinógeno sugiere la existencia de un
circulo vicioso en la generación local de Angll.
• Además de la Angll, otros péptidos del SRA, como son AnglII, AnglV y Ang(l-7)
estimulan la activación de NF-KB en células renales, circulantes y vasculares.
• Profundizando en el efecto de la AnglII en células mesangiales, observamos que
este péptido activa NF-KB principalmente a través del receptor AT.. Además, la
AnglII está implicada en procesos de reclutamiento, proliferación y fibrosis,
mediante la producción de MCP-1, c-fosy TGF-ii, respectivamente. Al igual que la
Angll es capaz de regenerar el SRA a través de la sobreexpresión de
Angiotensinógeno.
En conjunto, estos datos apoyan la hipótesis de que la Angll (y su péptido de
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• CREBP, proteína de unión a la secuencia CRE
• CTGF, factor de crecimiento del tejido conectivo
• ET-1, endotelina-1
• EGF, factor de crecimiento endotelial
• GAPDH, gliceraldehido-3-fosfodeshidrogenasa
• IK-B, inhibidor K-B
• ICAM-1, molécula de adhesión intracelular-1
• iECA, inhibidor de la enzima conversora de angiotensina
• IFN, interferón gamma
• IGF, factor de crecimiento de insulina
• IL-1, interleuquina-1
• JAK, quinasa activadora Jun
• LDL, l ipoproteína de baja densidad
• LPS, lipopolisacárido
• LTB, leucotr ieno B
• MAPK, quinasa activadora mitogénica
• MCP-1, prote ína qu imioa t rac tan te de monocitos-1
• NEP, endopept idasa neutra l
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ABREVIATURAS
• NF-KB, factor nuclear-k-B
• NO, óxido nítrico
• OVA, ovoalbúmina
• PAF, factor activador de plaquetas
• PAI-1, inhibidor del activador del plasminógeno-1
• PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas
• PDTC, pirrolidinditiocarbamato
• PEP, prolin-endopeptidasa
• PKC, proteína quinasa C
• PMA, forbol de miristato-acetato
• PP2A, proteína fosfatasa-2
• PTHrP, proteína relacionada con la paratohormona
• PTK, fosfo-tirosina quinasa
• ROS, radicales libres de oxígeno
• SOD, superóxido dismutasa
• SRA, sistema renina-angiotensina
• SRF, elemento de respuesta al suero
• STF, suero de ternera fetal
• TGF-[1, factor de crecimiento transformante-)!
• TNF-u, factor de necrosis tisular-u
• VCAM-1, molécula de adhesión de células vasculares
• VEGF, factor de crecimiento de células endoteliales vasculares
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